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1. Introducciôn

hi t w  duc cion
1.1. ASMA
El asma, enfermedad inflamatoria cronica de las vias aéreas, es una patologia de gran 
complejidad y caracter multifactorial de la que, aun habiendo sido descrita por primera vez en 
1859 por Henry Hide Salter^'' como una patologia concreta e independiente, todavia hoy, mas de 
un siglo y medio después, se desconocen multiples aspectos relacionados con su origen y 
evolucion.
Ha sido en las tres ultimas décadas (desde los ahos 70) cuando su prevalencia ha 
aumentado de manera espectacular, principalmente en los paises occidentales y /o  
industrializados, constituyendo en éstos la enfermedad cronica mas comun en la infancia^^' y 
llegando a afectar entre un ly^P' y un 20% de la poblaciôn totaEf
El asma es una patologia en la que se encuentran implicados tanto factores genéticos^^  ^
como nutricionales'^’ y ambientales'*^'; incluso se la vincula con el cambio climâtico* ' y los 
oxidantes exôgenos y endogenos^®'. Han de considerarse las interacciones genes-ambiente, aunque 
la importancia de cada uno de estos dos parâmetros difiere entre unos autores y otros. En 
cualquier caso, parece indiscuüble la relevancia de la atopia (predisposicion genéüca para 
desarrollar una respuesta mediada por IgE) que es considerada el principal factor de riesgo para 
la aparicién de asma alérgica'*^ *, asi como el papel que juega la carga genética^“'. Posiblemente los 
factores ambientales sean mas importantes a la hora de determinar el que un paciente atôpico 
desarroUe asma, mientras que los factores genéticos condicionan la gravedad de expresiôn del 
cuadro y la amplificaciôn de la respuesta inflamatoria''°'.
Aunque en algunos casos su desarroUo y evoluciôn no estân claros, se considéra una 
patologia de base inmunolôgica que tiene lugar tras exposiciones ambientales a alérgenos 
(proteinas inocuas para la gran mayoria de la poblaciôn), agentes infecciosos y sustancias 
contaminantes en pacientes con susceptibilidad genética'’’"'.
En cuanto a su patogenia, el asma es una enfermedad inflamatoria crônica de las vias 
respiratorias caracterizada por una inflamaciôn de predominio eosinofilico, hipersecreciôn de 
moco e hiperrespuesta bronquial (HRB). Ademâs, présenta remodelaciôn de la pared bronquial y 
obstrucciôn reversible (parcial o total) al flujo aéreo. La inflamaciôn provoca episodios 
récurrentes de sibilancias, disnea, opresiôn torâcica y to s (Figura 1).
El infiltrado inflamatorio existente, aunque clâsicamente asociado a un dominio 
eosinofilico, esta también constituido por neutrôfilos, macrôfagos, mastocitos y linfocitos T 
(mayoritariamente CD4^), desempehando estos ultimos un papel primordial en la fisiopatologia 
del asma. Este infiltrado viene acompahado de la liberaciôn de mediadores pro-inflamatorios.
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mediadores citotôxicos, citocinas y quimiocinas que contribuyen al mantenimiento de la 
inflamaciôn'^^'.
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Figura 1. Alteraciones fisiologicas caracteristicas de la patologia asm atica. E n esta doble imagen se 
representan los cambios que se producen en el asma a nivel de las vias aéreas inferiores. A. Un bronquio sane 
sin alteraciones. B. En los bronquios de los pacientes con asma se observan una serie de alteraciones 
importantes como son hipertrofia muscular, edema en la pared, engrosamiento de la mucosa a nivel de la via 
aérea y alveolar, hipersecreciôn continua de moco y remodelaciôn de la pared con el consiguiente 
estrechamiento del lumen.
El proceso fisiopatolôgico del asma alérgica se puede subdividir en dos etapas:
* EASE TEMPRANA. Esta fase se inicia, de forma muy râpida, a los pocos minutos del 
contacto con el alérgeno. La entrada de dicho alérgeno desencadena un proceso de activaciôn de 
aquellos subtipos celulares capaces de unir inmunoglobulina E (IgE) a su membrana, 
principalmente los mastocitos. Esta uniôn a la superficie celular desencadena, por parte de los 
mastocitos activados, la liberaciôn de mediadores pro-inflamatorios como histamina, especies 
reactivas de oxfgeno (ROS), etc. Todos estos factores participantes en la respuesta inflamatoria 
generan la contracciôn del musculo liso de las vias respiratorias, la secreciôn de moco, un 
aumento de la permeabilidad vascular asi como una extravasaciôn de plasma, lo que da como 
resultado la obstrucciôn de las vias respiratorias y, por tanto, una disminuciôn del flujo aéreo.
* EASE TARDIA. 6-8 horas tras la exposiciôn. En eUa se produce un reclutamiento y 
activaciôn de eosinôfîlos, neutrôfilos, macrôfagos, basôfilos y células T CD4^ hacia las vias
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aéreas, observândose la expresiôn de moléculas de adhesiôn y la liberaciôn de mediadores pro- 
inflamatorios.
En esta fase, las células T  CD4^ juegan un papel fundamental'^^', asi como en las distintas 
etapas de la patologia asmâtica en general. Estos linfocitos se dividen en dos subtipos en funciôn 
de las citocinas que Uberan tras su activaciôn: Thl (interleucina (IL)-2, interferôn-y (IFN-y) y 
factor de necrosis tum oral-a (TNF-a)) y Th2 (IL-5, IL-4 e IL-13), siendo este ultimo subtipo el 
implicado en la respuesta asmâtica'^^'. Aunque es innegable el papel critico desarroUado por los 
linfocitos T, es la liberaciôn de citocinas preformadas por parte de los mastocitos la que 
desencadena el reclutamiento inicial del componente celular inflamatorio, ya que no ha habido 
tiempo suficiente entre la fase temprana y la tardia para que se produzca la transcripciôn, 
traducciôn y producciôn de las citocinas en los linfocitos T  activados. Por ello, se considéra que 
las células T poseen una mayor impHcaciôn en fases mâs crônicas de la respuesta''"’'.
Esta fase tardia se caracteriza a nivel cHnico por la presencia de tos, sibilancias y disnea 
que constituyen un cuadro de bronconconstricciôn aguda, el cual remite a los pocos dias con la 
ayuda de tratamiento farmacolôgico o, en ocasiones, sin necesidad de él.
Actualmente, y de acuerdo con las guias sobre el manejo y prevenciôn del asma, la 
clasificaciôn de esta patologia se realiza en funciôn del control alcanzado con respecto a las 
manifestaciones de la enfermedad'"’', dividiéndose en tres categorias: controlada, parcialmente 
controlada y sin control. Sin embargo, las ediciones previas de estas guias subdividian dicha 
patologia de acuerdo con la gravedad, basândose en la intensidad de los sintomas, la Hmitaciôn 
del flujo de aire y la afectaciôn de la funciôn pulmonar, clasiflcândola en cuatro categorias: 
intermitente, leve persistente, moderada persistente y grave persistente.
1.2. BRONQUITIS EOSINOFÏLICA
A finales de los anos 80, P.G. Gibson y colaboradores describieron por primera vez un 
grupo de pacientes que presentaban tos crônica y una importante eosinofilia en esputo, pero sin 
las alteraciones funcionales caracteristicas del asma, es decir, sin hiperreactividad bronquial y con 
pruebas funcionales pulmonares normales''^ '®'. Lo denominaron bronquitis eosinoflHca sin asma, 
o simplemente, bronquitis eosinofïlica (BE). Asi, en 1989, la bronquitis eosinofïlica fue descrita 
como una entidad patolôgica propia o independiente.
La bronquitis eosinofïlica suele aparecer en individuos de mediana edad, generalmente no 
fumadores. La presencia de atopia no suele ser mâs frecuente que en la poblaciôn general, aunque
! n t  rod lie CIO u
SI es menor que la encontrada en los pacientes con asma''’’“*''. Cursa con tos persistente, poco o 
nada productiva, sin disnea ni sibilancias. Se caracteriza por la existencia de eosinofilia en esputo 
y los pacientes no presentan hiperreactividad bronquial a agentes farmacologicos (metacolina o 
histamina), teniendo pruebas de funciôn pulmonar normales, aunque suelen tener una mayor 
sensibilidad del reflejo de la tos a capsaicina'^'' existiendo, por tanto, claras diferencias con el asma 
en alguno de estos aspectos, los cuales se resumen en la Tabla I.
Patogenia Desconocida Atôpica /  No atôpica
M anifestaciones clinic as Tos crônica aislada Disnea, tos, sibilancias
Atopia Igual a poblaciôn general Frecuente
Obstrucciôn variable al flujo 
aéreo Ausente Présente
Hiperrespuesta bronquial Ausente Présente
Eosinofilia en esputo Siempre al diagnôstico Habitualmente
Hipersensibilidad reflejo tos Aumentado Normal o aumentado
Infiltraciôn eosinofïlica en la 
biopsia bronquial Si Si
Eosinofilia en el LBA Si Si
Infiltraciôn de los m astocitos 
en el m usculo liso Ausente o muy escasa Si
Tabla I. Caracteristicas de asm a y bronquitis eosinofïlica. Algunas de las principales caracteristicas diferenciales 
y diagnôsücas de la bronquitis eosinofïlica aparecen en color azul (modificado de S. Quirce: Bronquitis eosinofïlica. 
Asma. Volumen I: Ciencia bâsica y patogenia, C edicion, MRA Ediciones; 2004: 221-226f'i).
En contraste con el amplio conocimiento que existe actualmente sobre el asma, poco se 
conoce sobre la etiologia y evoluciôn natural de la bronquitis eosinofiTca'” '.
Se considéra que esta patologia présenta una incidencia del 10-15% entre los pacientes que 
acuden al especialista'“^ ’^ '^ ' por tos crônica, siendo la rinitis con goteo nasal, la tos asmâtica y el 
reflujo gastroesofâgico las causas mâs frecuentes de este sintoma''''’' '^''(Tabla II).
En cuanto a la etiologia, la BE puede ser originada por la exposiciôn a alérgenos 
comunes'^”', alérgenos ocupacionales'^*^', asi como por fârmacos y, en ocasiones, por infecciones
viricas |27|
I iitrodiiccion
Goteo nasal posterior 8-87%
Asma 20 -  30%
Reflujo gastroesofâgico 1 0 -2 1 %
Bronquitis eosinofilica 13%
Bronquitis crônica y EPOC 5%
Bronquiectasias 4%
Carcinoma broncogénico 2%
Fârmacos: lECA y otros < 1%
Enfermedades intersticiales difusas pulmonares < 1%
Post-infecciosa < 1%
Tos psicôgena < 1%
T abla II. Causas de tos cronica. E n esta tabla se excluye el hâbito tabâquico (modificado de Irwin et al. A m  
Dri 1990; 141 (3): 640-6471^*1 y Poe et al. C W  1989; 95: 723-7281:^9]
La tos es un mecanismo protector innato que garantiza la eliminaciôn del moco, de 
sustancias nocivas e infecciones a lo largo de la via respiratoria. Sin embargo, la presencia de tos 
persistente es indicativa de enfermedad, considerândose tos crômca aquella que persiste durante 
mâs de 3-8 semanas sin evidencias clinicas ni radiologicas de enfermedad pulmonar aguda'“ '. La 
tos puede ser medida subjetivamente empleando una escala de gravedad y evaluaciôn de la 
calidad de vida, u objetivamente, a través de la evaluaciôn del numéro e intensidad de la tos 
mediante el anâlisis de la respuesta a capsaicina o âcido citrico'^'7
La presencia de eosinofilia en el esputo es la segunda caracteristica fundamental de la BE. 
Sin embargo, la existencia de dicha inflamaciôn eosinofilica en este tipo de muestra no es una 
caracteristica exclusiva de esta patologia. La inflamaciôn bronquial eosinofïlica estâ présente en 
otras enfermedades respiratorias en las que, a diferencia de la BE, si existe obstrucciôn al flujo 
aéreo. Gran parte de la investigaciôn de los ultimos anos se ha centrado en intentar esclarecer la 
ausencia de hiperrespuesta de las vias respiratorias (HRVR) en los pacientes con BE, aun 
existiendo infiltrado eosinofilico. Asi, se han planteado distintas hipôtesis para intentar explicarlo.
Inicialmente se postulô que la inflamaciôn eosinofilica estaba localizada preferentemente 
en las vias respiratorias superiores dado que los sintomas nasales eran comunes en esta patologia 
(Figura 2.A); no obstante, no se obser\ri un aumento de la inflamaciôn eosinofïlica relevante en
I
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los lavados nasales ni hiperreacüvidad nasal a metacolina en un grupo de pacientes con BE, a 
pesar de que estos sujetos presentaban, por lo general, sintomas en las vias al tas. Ademâs, la 
existencia de eosinofilia en esputo indicaba una inflamaciôn de las vias respiratorias inferiores^^^ ,^ 
lo que descartaba que la inflamaciôn estuviera localizada exclusivamente en las vias superiores 
(Figura 2).
B
fW
P=0.69 ^
A
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Figura 2. D iferencias existentes entre la bronquitis eosinofilica y el asm a. Brightiing y colaboradoes 
observaron, en pacientes con BE, la presencia y ausencia de eosinôfilos en esputo y lavados nasales, respectivamente 
(B; modificado de Brightiing et al. E ur Respir J  2000; 15; 682-686^^1). Ademâs, este mismo grupo constaté la similitud 
existente de citocinas entre los pacientes de asma y BE (C; modificado de Brightiing et al. J  Allerg^t Clin Immunol 2002; 
110: 899-905P'!. Figura 2C: los triângulos negro s representan sujetos atépicos y los triângulos blancos a los sujetos 
no atépicos; *^<0,05).
Ademâs, el intento de vincular la ausencia de hiperreactividad bronquial a la localizaciôn de 
la inflamaciôn en las vias superiores, no se sustenta por la simili tud existente entre el patrôn de 
citocinas Th2 expresadas en las vias aéreas de pacientes asmâticos y con BE (Figura Esta
simili tud romperia la asociaciôn entre citocinas Th2 (vinculadas a la inflamaciôn eosinofilica) y las 
caracteristicas distintivas del fenotipo asmâtico (ausentes en la bronquitis eosinofilica): la 
hiperreactividad bronquial y la obstrucciôn variable al flujo aéreo.
La segunda hipôtesis que se planteô fue la posibilidad de que la inflamaciôn de las vias 
aéreas en la BE fuera menos activa, con diferencias cualitativas o cuantitativas en los mediadores 
inflamatorios. Sin embargo, esta hipôtesis se descartô debido a los resultados obtenidos por el 
grupo de Brightiing y colaboradores^^^' que demostraron la existencia de unos niveles mas 
elevados de histamina y prostaglandina Dg (PGDg) en el sobrenadante del esputo de los pacientes 
con BE que en el de los pacientes asmâticos (Figura 3.A y 3.B).
Ademâs, las concentraciones de cisteinil-leucotrienos (Cys-LFs) y proteina catiônica del 
eosinôfilo (ECP) eran significativamente superiores en pacientes con BE y asma que en los
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sujetos control, sin que existieran diferencias significativas entre los individuos pertenecientes a 
los grupos de enfermedad.
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Figura 3. N iveles de m ediadores lip id icos e inflam atorios en el sobrenadante del esputo. Los niveles de 
diverses mediadores inflamatorios observados por Brightiing y colaboradores en pacientes con BE eran iguales o 
incluso superiores (histamina y P G D 2) a los encontrados en individuos asmâticos (*p<0,05 vs contrôles; triângulos 
negros: tratados con corticosteroides, triângulos blancos; tratados solo con (5-agonistas; modificado de Brightiing et 
al. A m  J Respir Crit Care Med 2000; 162: 878-8820^1).
Otra teoria planteada fue que los pacientes con BE podrian tener cierto grado de 
hiperreactividad de las vias respiratorias (HRVR) o hiperreactividad bronquial (HRB), pero 
dentro del rango normal debido a que los valores basales de HRB en estos pacientes estarian muy 
desplazados hacia la derecha en la curva de dosis-respuesta'‘®'. Esta hipôtesis se basa en el hecho 
de que en muchos pacientes se mejora el grado de obstrucciôn al flujo aéreo tras el tratamiento 
con corticosteroides inhalados (CI), permaneciendo siempre dentro del rango de la normalidad 
(Figura 4). Sin embargo, todos los pacientes con BE presentan valores dentro de la normalidad 
en los test de metacolina y monofosfato de adenosina (AMP). Incluso, en muchos casos, se 
observa una meseta en las curv^as de dosis-respuesta, lo que claramente va en contra de una 
reactividad alterada.
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Figura 4. Curva de m etacolina. Representaciôn del FEVj en una cun.^a dosis-respuesta a metacolina (FEV,: 
volumen espiratorio forzado en el primer segundo).
Por otro lado, aunque los eosinôfilos son caracteristicos de esta patologfa, numerosos 
estudios han mostrado una igualdad en relacion al porcentaje de este tipo celular entre asma y 
BE. Asi, existe un importante componente de la HRB, independiente de esta inflamaciôn 
eosinofilica, u otros aspectos funcionales de la respuesta inflamatoria que, aün estando vinculados 
con la inflamaciôn eosinofilica de las vias respiratorias, pueden estar disociados de ella'^ ^L
Actualmente, los mastocitos han cobrado una gran importancia en las patologias 
respiratorias. En concreto, la localizaciôn de dicho tipo celular parece ser la clave para el 
desarroUo o no de HRB y de la obstrucciôn variable al flujo aéreo, marcando la diferencia entre 
asma y BE. La microlocalizaciôn celular consütuye un principio de organizaciôn primordial en las 
respuestas inflamatorias. La presencia de mastocitos en la musculatura lisa de las vias respiratorias 
en pacientes asmâticos y su ausencia en BE, parece ser el factor clave en el desarrollo de 
obstrucciôn variable al flujo aéreo y, por tanto, una de las hipôtesis m is plausibles para explicar la 
ausencia de hiperreactividad en la BE (Figura 5). Asi, mientras que en la patologia asmâtica los 
mastocitos se encuentran infiltrando los haces de musculatura lisa (Figura 5.B y 5.C), en las 
biopsias de pacientes con BE se localizan en una zona mas superficial, cercana al endotelio'' "^ '^^ '^ 
(Figura 5.A), pareciendo existir una correlaciôn, por un lado, entre infiltraciôn en la musculatura 
lisa e hiperreactividad bronquial y, por otro, entre infiltraciôn epitelial y bronquitis con tos'^ *^ l
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Figura 5. L ocalizaciôn de los m astocitos en asm a y bronquitis eosinofilica. En el estudio de Brightiing y 
colaboradores, los pacientes con BE presentaban un ligero increm ento de mastocitos en la capa submucosa respecto 
a los pacientes con asma (A); sin embargo, en los pacientes asmâticos observaron un elevado num éro de mastocitos 
ubicados en la capa de la musculatura hsa de las vias aéreas (B). C. Fotografia en la que se observan mastocitos 
infiltrando la musculatura hsa (Brighthng et al. N  'Engl J  Med 2002; 346(22); 1699-17050^). Triângulos negros: 
individuos atépicos, triângulos blancos; individuos no atépicos.
Estos hallazgos indican que la interacciôn entre los mastocitos que se encuentran 
infiltrando el mùsculo liso de la via aérea y las propias células musculares lisas bronquiales 
(CMLB), tendria un papel muy importante en la pagoténia del asma (Figura 6).
En los pacientes asmâticos, esa proximidad existente entre el mastocito y las células de la 
musculatura lisa favoreceria la contraccion de ésta tras la degranulaciôn de los mastocitos en 
respuesta a un estfmulo especifico, por ejemplo, un antagonista inhalado. Ademâs, las citocinas 
liberadas por los mastocitos contribuirfan al reclutamiento o atraccion de mâs células 
inflamatorias a la via aérea, incrementando asi el estatus inflamatorio general de la zona 
(Figura 6).
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Figura 6. E squem a de la in teracciôn  entre los m astocitos y las célu las m usculares de las vias aéreas.
N um erosos factores actüan com o desencadenantes del proceso de infiltraciôn mastocitaria en la musculatura lisa: 
alérgenos, virus, aire frio. Esta migraciôn de mastocitos se ve favorecida por la liberacién de IgE prom ovida 
previamente por la IL-4 e IL -13 (modificado de Brightiing et al. Curr Aller^i Asthma Rep 2005; 5(2): 130-1351^4).
Otra hipôtesis fue propuesta por Kanazawa y colaboradores'^^^^ en la que postularon que el 
aumento de la permeabilidad microvascular de las vias aéreas era debido al incremento en la 
producciôn del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en el esputo de los pacientes 
asmâticos (y no en el de pacientes con BE), y que éste se correlacionaba de forma directa con el 
grado de hiperreactividad de las vias respiratorias (Eigura 7). El aumento de la permeabilidad 
vascular en la via aérea inducido por VEGE, con el consiguiente edema de la pared bronquial y 
estrechamiento del lumen, podria explicar por qué la HRB ocurre en el asma y no en la BE. 
Ademâs, desvincularon este componente caracteristico del asma de la existencia de eosinofilia. 
Sin embargo, otros trabajos han observado niveles de VEGE similares entre individuos asmâticos 
y sujetos sanos. En este sentido, Demoly y colaboradores^^^^ no encontraron dicha correlaciôn 
entre los niveles de VEGE y el grado de extravasaciôn plasmâtica en su estudio realizado con 
pacientes asmâticos crônicos estables, individuos con bronquitis crônica no tratada y sujetos 
control.
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Figura 7. Correlaciôn entre los niveles de V EG F y el grado de hiperreactividad bronquial. Kanazawa y 
colaboradores observaron en pacientes asmâticos elevados niveles de V E G F  en el esputo inducido, asi com o un alto 
indice de permeabilidad vascular en las vias aéreas, ambos en comparaciôn con los valores obtenidos en individuos 
con BE. (modificado de Kanazawa et al. A m  J  Respir Crit Care Med 2004; 169: 1125-11300*]). NT: no tratados, T: 
tratados con dipropionato de beclometasona. */)<0,01 vs contrôles sanos, t/)<0,01 vs asmâticos N T, #p<0,01 vs 
asmâticos tratados).
Aunque la BE no ha alcanzado la relevancia que tiene la patologia asmâtica puesto que su 
sintomatologia es mâs moderada y parece tener una evolucion benigna y autolimitada'“'*', el 
reconocimiento de estos pacientes es de gran importancia ya que responden bien al tratamiento 
con (lo que ademâs permitirfa darles la mejor opcion terapéutica posible). Tras el
tratamiento con dicho tipo de fârmacos, se observa una mejoria en las manifestaciones ch'nicas de 
la enfermedad, asi como una reducciôn de la eosinofilia en esputo'“’'. Por otro lado, el tratamiento 
con antitusigenos de acciôn central como la codeina y el dextrometorfano, mediante 
administraciôn oral, parece ser efectivo en la supresion de la to s aguda y crônica'"^'.
1.3. EOSINOFILOS
Como se ha descrito previamente, el eosinofilo es uno de los componentes primordiales 
del infiltrado inflamatorio que caracteriza tanto al asma como a la bronquitis eosinofilica.
El eosinofilo fue descubierto y descrito por primera vez en 1879 por Paul Erlich, aunque 
no fue hasta 1922 cuando se describiô su participaciôn en procesos patogénicos^'*^l
El eosinofilo es una célula de nticleo bilobulado, de aproximadamente 8  de diâmetro, 
sin capacidad proHferativa (los eosinôfilos pueden permanecer en la circulaciôn sanguinea entre 
18hl'^ 444i y 25h'"^ ^^ ), procedente de médula ôsea y caracterizado por poseer numerosos grânulos 
citoplasmâticos con un metabolismo muy activo (Figura 8 ). Estos grânulos se dividen en'"'^ ':
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* Primarios. Localizados en la membrana. Contienen fosfolipasa A y la proteina
que forma los cristales de Charcot-Leyden caracteristicos del esputo asmâtico. 
Constituye el 5-10% de la proteina eosinofîlica.
* Especffîcos o secundarios. Adheridos a la membrana. Contienen principalmente 
cuatro proteinas catiônicas eosinofîlicas bâsicas: proteina mayor bâsica (MBP), 
proteina catiônica del eosinofilo (ECP), neurotoxina derivada del eosinofilo 
(EDN) y peroxidasa del eosinofilo (EPO).
* Pequenos. Contienen arilsulfatasa B y fosfatasa âcida.
Los cristales de Charcot-Leyden y la MBP, junto con la ECP, son los principales 
marcadores de los eosinofilo s Ademâs, este subtipo celular, a partir de los fosfolipidos de 
membrana, también produce mediadores lipidicos como cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs).
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Figura 8. E squem a y fotografia de m icroscopio electronico de eosinôfilo  s anguine o. A. Este esquema 
refleja la gran complejidad a nivel citoplasmâtico del eosinôfilo, el cual posee gran cantidad de grânulos.
B. Frotis sangumeo tenido con May-Grünwald Giemsa (objetivo de 1000 aumentos). Se observa claramente el 
caracteristico nûcleo bilobulado del eosinôfilo (imagen disponible en www.anatomohistologia.uns.edu.ar) .
Clâsicamente, los eosinôfilos se han asociado con el mecanismo de defensa frente a 
infecciones helminticas, estando también vinculados a enfermedades alérgicas como el asma y la 
dermatitis atôpica '^^ l^ En estas enfermedades alérgicas se produce un reclutamiento de eosinôfilos 
hacia el foco inflamatorio desde la circulaciôn sanguinea (Figura 9). Esa acumulaciôn de 
eosinôfilos en los tejidos se produce como resultado de cuatro fases:
a. Diferenciaciôn y proliferaciôn en médula ôsea. Los eosinôfilos se generan a partir de 
células pluripotenciales CD34^. En este proceso juegan un papel primordial très citocinas: la 
interleucina-3 (IL-3), el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrôfagos (GM-CSF) y 
la IL-5. Esta ultima es la mâs especffica de los eosinôfilos facilitando, ademâs, su salida hacia el
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torrente circulatorio desde la médula ôsea '^^ ,^ siendo también importante la eotaxina para que 
tenga lugar este proceso de migracion^'^l
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Figura 9. E squ em a del proceso de inflam aciôn alérgica y del papel desem penado por el eosinôfilo  en  
dicha inflam aciôn . Los antigènes inhalados activan a los mastocitos y células Th2 de la via aérea. Estas 
células, tras su activacion, inducen la producciôn de mediadores inflamatorios y citocinas com o IL-4 e IL -5. 
Esta ultima, en la médula ôsea, prom ueve la diferenciaciôn y maduraciôn de los eosinôfilos que salen a la 
circulaciôn sanguinea a través de la cual Uegan a la zona de inflamaciôn, los puhnones, mediante procesos de 
adhesiôn (a través de la selectina) y rolling (por VCAM-1 e ICAM-1). E n la supervivencia del eosinôfilo en el 
tejido inflamado intervienen tanto la IL-5, com o la IL-4 y el GM-CSF. Una vez aUi, los eosinôfilos activados 
hberan diversas citocinas asi com o proteinas granulares y leucotrienos, los cuales participan en el proceso de 
dano en la via respiratoria asociado clâsicamente al eosinôfilo (modificado de Busse W 'New 'England J  Med 
2001; 344 (5): 350-362B9]).
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b. Adhesion, rodamiento {rolling  y migraciôn. Los eosinôfilos establecen interacciones 
con las células endoteliales a través de las selectinas. Los eosinôfilos expresan basalmente la 
L-selecdna. Sin embargo, este proceso esta mediado por la P-selectina. En el rodamiento y anclaje 
inicial, denominado rolling, se produce la activaciôn de los receptores de las integrinas de los 
eosinôfilos, aumentando la afinidad por sus ligandos y produciéndose una adhesiôn al endotelio 
mucho mâs firme*"^ '^. Asi, las principales moléculas de adhesiôn en los eosinôfilos son 
C D llb /C D 1 8  (P2-integrinas) y VLA-4 (pi-integrinas). Las P2-integrinas interaccionan con las 
células endoteliales a través de la molécula de adhesiôn intercelular-1 (ICAM-1) y las P,-integrinas 
con la molécula de adhesiôn celular vascular-1 (VCAM-1). Esta ultima via de adhesion es 
utilizada exclusivamente por los eosinôfilos y las células mononucleares'"^^'. Existen también 
citocinas que promueven la expresiôn de las moléculas de adhesiôn en las células endoteliales: el 
interferôn-y (ILN-^) incrementa la expresiôn de ICAM-1 y la interleucina-4 (IL-4) aumenta la 
expresiôn de VCAM-1. De esta forma, la adhesiôn de los eosinôfilos a las células endoteliales es 
promovida por la activaciôn de ambos tipos celulares'^"’'.
c. Diapédesis y quim iotaxis. Existen numerosas moléculas que inician la migraciôn de los 
eosinôfilos a los tejidos. Entre ellas se encuentran mediadores lipidicos como el leucotrieno 
(LTB4) V el factor de agregaciôn plaquetaria (PAF), citocinas como IL-3, IL-5, IL-13, GM-CSF, 
IL-5 y RANTES, ademâs de productos bacterianos. A su vez, existen unas quimiocinas, la 
eotaxina-1, 2 y 3, que se unen selectivamente al receptor CCR3.
d. Activaciôn y destm cciôn de los eosinôfilos. Los eosinôfilos pueden sobrevivir en los 
tejidos durante largos periodos de tiempo (varias semanas) en funciôn del microambiente de 
citocinas en el que se encuentren. Normalmente, son ebminados por muerte celular programada 
o apoptosis, aunque tienen capacidad para regular su propia supervivencia a través de una via 
autocrina mediada por IL-5 y su receptor. Asi, la permanencia tisular de este tipo celular 
dependerâ de las senales pro y anti-apoptôticas présentes en dicho tejido'' '^^4
Los eosinôfilos son un elemento primordial del infiltrado inflamatorio caracteristico de las 
enfermedades respiratorias taies como el asma y la BE, siendo capaces de generar dano en la 
mucosa y en los nervios asociados a eUa, mediante la hberaciôn de^ ’^':
- Proteinas bâsicas asociadas a grânulos citoplasmâticos.
- Mediadores lipidicos.
- Especies reactivas de oxigeno.
los cuales se detaUan en la Tabla III.
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A través de las proteinas granulares, el eosinôfilo puede danar las células epiteliales y los 
nervios de las vias aéreas, alterando el batido ciliar y generando descamaciôn epitelial; los 
mediadores lipidicos provocan broncoconstricciôn (BC) e hipersecreciôn de moco, mientras que 
las ROS provocan lesiones en las células mucosas^^^l
MBP TGF- a, -p Eotaxinas IL-1 ,-2,-3,-4,-5,-6
Especies 
reactivas de Og
EPO Angiogenina RANTES IL-9,-10,-11,-12 Neuropéptidos
EDN FGF-2 M C P-1,-3, -4 lL-16,-17 MMP-9
ECP HB-EGF IL - 8 IFN-y LTC4
NG F M lP -la GM-CSF
PD G F TNF-a
V EGF
SCF
Tabla III. Derivados inflam atorios producidos por el eosinôfilo . Los eosinôfilos liberan gran cantidad de 
factores pro-inflamatorios, quimiocinas, citocinas, asi com o sus proteinas bâsicas preformadas y otros elementos 
(ROS, neuropéptidos...) en respuesta a un esüm ulo inflamatorio.
Los eosinôfilos también podrian estar implicados en los procesos de reparaciôn tisular 
y /o  remodelaciôn [remodeling de las vias respiratorias ya que contienen citocinas preformadas pro- 
fibrogénicas como el factor transformador de crecimiento Pl (TGF-Pl), siendo el eosinôfilo la 
principal fuente de sintesis de dicho factor. Ademâs, se ha demostrado la correlaciôn entre los 
niveles de T G F-^l con el numéro de fibroblastos y el engrosamiento de la capa subepitelial. 
Mediante este factor, los eosinôfilos son capaces de incrementar la proliferaciôn de los 
fibroblastos, células diana en la fibrosis tisular. Este papel modulador en la reparaciôn y fibrosis 
lo ejercen, a su vez, a través de su interacciôn con los mastocitos, siendo esta interacciôn una de 
las vias que provocan la activaciôn de distintas poblaciones celulares durante la fase tardia de la 
inflamaciôn alérgica'^^’^"^ '.
Aunque los estudios iniciales en relaciôn a los eosinôfilos y las enfermedades respiratorias 
(en concreto el asma) asociaban los eosinôfilos con la hiperreactividad bronquial, diversos 
trabajos demuestran que, posiblemente, los eosinôfilos ejerzan un papel de mayor trascendencia
! ntroducciou
en la remodelaciôn bronquial'^* caracterfstica de determinadas patologias respiratorias, que en la 
propia HRBI’ T
Por otro lado, el eosinôfilo no solo puede actuar como célula efectora sino también como 
célula accesoria presentadora de antigeno''^^', hecho corroborado en humanos mediante la 
demostraciôn del papel de los eosinôfilos endobronquiales en la presentaciôn a los linfocitos T  de 
alérgeno inhalado y la inducciôn de respuesta de tipo
Dentro de la biologia del eosinôfilo, la IL-5 juega un papel primordial. Esta interleucina 
modula la hberaciôn selectiva de este tipo celular desde la médula ôsea, aumenta su adhesiôn a las 
células endotehales, posee actividad quimiotâctica, incrementa la funciôn efectora y prolonga la 
supervivencia de los eosinôfilos al retrasar la muerte apoptôtica'^^l Por todo ello, la IL-5 se 
perfilaba como una interesante molécula diana en el tratamiento de enfermedades que cursan con 
inflamaciôn eosinofihca. A pesar de esto, se observô que el uso de terapias con anticuerpos (Acs) 
bloqueantes de IL-5 disminuia la eosinofiha de forma diferencial en funciôn de la locahzaciôn, 
aunque no se conseguia una ehminaciôn compléta de dicha eosinofiha. Ademâs, no ejercia ningün 
efecto sobre la HRB. Sin embargo, el bloqueo de la IL-5 sigue considerândose un elemento 
importante, ya que son claros los efectos que dicha interleucina ejerce a lo largo de todo el 
mecanismo y papel fisiopatolôgico del eosinôfilo en el asma y la bronquitis eosinofihca.
Por otro lado, existen otros mecanismos alternativos de regulaciôn capaces de generar la 
existencia de niveles basales de eosinôfilos y provocar la acumulaciôn de este tipo celular en las 
zonas de inflamaciôn alérgica. IL-4 e IL-13 juegan un papel importante, habiéndose vinculado 
ambas citocinas con la regulaciôn de los eosinôfilos en los tejidos, asi como el tândem 
eotaxina/IL-5 con la regulaciôn de los eosinôfilos circulantes'"^'.
1.4. MEDIADORES LIPIDICOS: LEUCOTRIENOS Y
PROSTAGLANDINAS
Dentro de los mediadores hpidicos imphcados en la patogenia de la inflamaciôn alérgica, 
podemos destacar los leucotrienos y las prostaglandinas.
1.4.1. Cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs)
A finales de los ahos 30 y principios de los anos 40, se identified una sustancia en el 
veneno de cobra con capacidad para contraer la musculatura hsa, siendo mâs tarde denominada
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slow-reacting substance of anaphylaxix” (SRS-A)^^ '^. Fue a finales de los anos 70 cuando se 
idendficaron los componentes activos de dicha sustancia, definiéndose también su via metabolica: 
los cisteinil-leucotrienos (C ys-L T s)in troduciéndose  en el aho 1979 el término eicosanoide*^^*.
Los leucotrienos (LTs) son eicosanoides producidos de novo a partir del âcido araquidonico 
(AA), el cual procédé de la metabolizaciôn de los fosfolipidos de membrana por parte de la 
fosfolipasa Ag citosoHca (cPLA^) o por la fosfolipasa Ag secretada (SPLA2). La enzima que 
transforma el AA en leucotrieno A4 (LTA4) es la 5-lipooxigenasa (5-LO)'^^'. La activacion de la 5- 
LO se produce en respuesta a importantes agonistas como antigenos, anafilatoxinas del 
complemento (CP), exposiciôn al factor de agregaciôn plaquetaria (PAF)’^ '^ ', citocinas, activaciôn 
celular con moviüzaciôn de Ca^^, agentes microbianos o cambios de osmolaridad^^^l Asi, en 
conjunciôn con la proteina activadora de 5-LO unida a membrana (FLAP), la 5-LO transforma el 
AA en LTA4 a partir del cual se genera el LTB4, mediante la LTA4 hidrolasa o, mediante la LTC4- 
sintasa (LTC4-S), los Cys-LTs: LTC4, LTD4 y LTE4, siendo modulado el tandem 5-LO/LTC4-S 
por citocinas exôgenas'^^ (Figura 10).
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Figura 10. B iosin tesis de los leucotrienos. A partir de la Hberaciôn del âcido araquidônico mediante diversas 
fosfoHpasas que pueden ser citosôlicas o secretadas, y a través de la 5-Hpooxigenasa (5-LO) en conjunciôn con 
FLAP, se inicia la biosintesis de los leucotrienos. En este grupo se encuentran englobados los Cys-LTs: LTC 4 , 
L TD 4 y LTE 4 . Sus principales receptores son el CysLTl y el CysLT2 (modificado de Capra et al. CurrMed Chem 
2006; 13: 3213-3226^^1). B LTl y BLT2 son los receptores para LTB 4 .
! uU'odiu'cion
Los Cys-LTs actüan principalmente a través de dos receptores situados en la parte externa 
de la membrana plasmâtica de células estructurales e inflamatorias: CysLTl y CysLT2. Ambos 
receptores pertenecen a la familia de la rodopsina, integrada en la superfamilia génica de los 
receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Dichos receptores poseen 7 dominios 
transmembranales. Al igual que el resto de los receptores para los leucotrienos, CysLTl y CysLT2 
son capaces de activar dos clases de proteinas G: proteinas G de clase Gq, lo que provocaria el 
incremento del calcio intracelular, o las proteinas G de clase Gi, provocando una disminucion de 
los niveles de AMP ciclico (AMPc) intracelular, o ambos efectos. Dichos procesos activarân 
diversas rutas de proteinas kinasas (PKs), culminando con multiples respuestas celulares y 
tisulares''"^'. Clâsicamente, el CysLTl es sensible a los antagonistas clâsicos, mientras que CysLT2 
media los efectos no inhibidos por los antagonistas clâsicos'^''.
A. CysLTl
El CysLTl tiene un peso de 38 kDa presentando una elevada homologia con el receptor 
del PAF. Posee sitios de union para la proteina kinasa A (PKA). El metabokto que présenta una 
mayor afinidad por CysLTl es el LTD4. El proceso de internalizaciôn inducido por agonistas es 
dependiente, de forma significativa, de la proteina kinasa C (PKC)'^ '.
Se encuentra distribuido de forma muy amplia: bazo, intestino, placenta'^’^ ', células 
musculares ksas del ârbol bronquial, células epiteliales, mastocitos, monocitos, macrôfagos, 
eosinôfilos, neutrôfilos, linfocitos B e, incluso, en pre-granulocitos CD34"^.
Clâsicamente se le asocia con:
- Incremento de la hiperreactividad de las vias aéreas.
- Aumento de la eosinofilia a través de la promociôn de la supervivencia y 
funciones efectoras de los eosinôfilos.
- Broncoconstricciôn (BC).
- Secreciôn de moco.
- Edema.
B. CysLT2
Tiene un peso de 58 kDa. El LTD 4 y el LTC4 poseen la misma afinidad por él. Se 
distribuye principalmente a nivel tisular, en corazôn, cerebro, glândula y médula adrenal, bazo, 
nôdulos knfoides y en leucocitos, mayoritariamente en eosinôfilos pero también en mastocitos, 
macrôfagos y basôfilos. Se le asocia principalmente con procesos inflamatorios, de permeabilidad 
vascular y fibrosis tisulah^^l
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Los Cys-LTs median diversos procesos de gran importancia en el mecanismo 
inflamatorio caracteristico de determinadas patologias respiratorias como son el asma y la BE. 
Asi, las principales funciones desarroUadas por estos eicosanoides en enfermedades como el asma 
son'"''''':
- Broncoconstricciôn.
- Extravasaciôn plasmâtica (edema).
- Quimiotaxis y quimiocinesis.
- Proliferaciôn de las células musculares Usas (CML).
- Incremento del numéro y supervivencia de los eosinôfilos.
- Disminuciôn de la motilidad ciliar respiratoria, obstaculizando el aclaramiento 
mucociliar*''^'.
- Inducciôn de HRB.
- Hipersecreciôn de moco.
- Activaciôn de células inflamatorias.
- Contracciôn de la musculatura vascular.
- Aumento de la eosinofilopoyesis en médula ôsea.
Debido a la importante impHcaciôn de los Cys-LTs en el asma, existen diversas 
aproximaciones terapéuticas cuya molécula diana forma parte de la via de producciôn de estos 
eicosanoides:
a. Antagonistas de los receptores de LTs (LTRAs). Se introdujeron a finales de 1990, 
siendo la primera terapia innovadora tras la implantaciôn de los corticosteroides inhalados (CI) en 
1972. La segunda generaciôn de estos fârmacos es la mâs eflcaz (Ej. Montelukast, Zafirlukast).
Los LTRAs bloquean la broncoconstricciôn (BC) mediada por los Cys-LTs, inhiben la 
inflamaciôn bronquial y el reclutamiento de los eosinôfilos al pulmôn, disminuyen la secreciôn 
mucosa y el ôxido nitrico exhalado (eNO), ademâs de prévenir la remodelaciôn de las vias 
respiratorias mediante la inhibiciôn de la proliferaciôn de las células musculares lisas'^ '^''^l 
También frenan la hiperplasia de células productoras de moco (células goblet), evitan el depôsito 
de colâgeno, la fibrosis y la Hberaciôn de citocinas Th2 en el pulmôn'^'^l
El uso de estos agentes aporta efectos significativamente beneficiosos a pacientes 
asmâticos con intolerancia a aspirina, rinitis alérgica y broncoconstricciôn inducida por ejercicio 
(BIE), estando recomendado en aqueUos casos en los que el paciente no estâ bien controlado con 
disminuyen la severidad de la sintomatologia y reducen el requerimiento de medicaciôn de 
rescate. Aunque en Europa los LTRAs son considerados fârmacos de tercera Unea de
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t r a t a m i e n t o s o n  una importante opcion terapéutica a largo plazo para complementar el control 
de la inflamaciôn en nifïos y adultos con diversos fenotipos asmâticos. Ademâs, siguiendo las 
recomendaciones de la guia GINA^’^ *, se pueden prescribir como tratamiento de primera iïnea 
(sin CI) en casos de asma leve intermitente.
b. Inhibidores de 5-LO y FLAP. Con este tipo de fârmacos se bloquea la via sintética de los 
Cys-LTs, inhibiendo la Hberaciôn de moco y la infiltraciôn eosinofiHca^^''. Sin embargo, el 
inhibidor de 5-LO existente en el mercado présenta importantes efectos secundarios a nivel de 
toxicidad hepâtica'^’''’.
1.4.2. Prostaglandinas
A principios de los anos 30, Goldblatt y Von Euler'^“', de forma independiente, 
determinaron la presencia de un âcido graso en el Hquido seminal que poseia importantes 
propiedades vasoactivas, denominândolo prostaglandina.
En 1960, Bergstrom y Samuelsson describieron la estructura de las dos primeras 
prostaglandinas (PGs), PG E y PG E'^l Finalmente Orloff, en 1965, elucidô por completo la 
estructura de las PGs y demostrô que son un producto derivado del âcido araquidônico 
metaboiizado por la via de la ciclooxigenasa (COX).
Las prostaglandinas son pequenas moléculas Hpidicas derivadas del âcido araquidônico, 
producidas por muchos tipos celulares y que regulan numerosos procesos orgânicos entre los que 
se incluyen la funciôn renal, la agregaciôn plaquetaria, la Hberaciôn de neurotransmisores y la 
modulaciôn de la funciôn inmune*^* '^.
El primer paso en la formaciôn de las prostaglandinas (comün también a la generaciôn de 
leucotrienos por la 5-LO) es la oxidaciôn y la isomerizaciôn del âcido araquidônico (AA) a partir 
de los fosfolipidos de membrana mediante una fosfoHpasa, usualmente la fosfoHpasa A, citosôHca 
(cPLAg), que requiere para su activaciôn la presencia de Ca“"^ y la acciôn de la calmoduHna. Este 
AA es metaboHzado a PG G , y posteriormente a PGH^ por la ciclooxigenasa-1 (COX-1) o la 
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Esta molécula (PGH^), dada su gran inestabilidad, es transformada en 
diferentes prostaglandinas biolôgicamente activas, mediante las correspondientes prostaglandina 
sintasas. las cuales poseen diferentes estructuras, asi como patrones especificos de expresiôn 
tisular y celular'^"’' (Figura 11).
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Figura 11. Ruta de b iosintesis de las prostaglandinas. El âcido araquidonico, obtenido de los fosfolipidos de 
m em brana a pardr de la fosfolipasa A2  cùosôUca (cPLA^), es el precursor de la prostaglandina H 2 (PG H 2). Esta 
prostaglandina, mediante diversas prostaglandinas sintasas (PGS), darâ lugar a diversas prostaglandinas entre las que 
se encuentra la prostaglandina E 2 (PG E 2 ) (modificado de Harris et al. Trends Immunol 2002; 23 (3): 144-150^4).
I.4.2.I. CICLQQXIGENASAS f C O X )
Desde inicios de los anos noventa, se sabe que las dos isoformas de la enzima 
ciclooxigenasa (COX), COX-1 y COX-2, son las responsables de la producciôn de la PGHj, el 
primer paso en la biosintesis de los eicosanoides.
COX-1 y COX-2 son isoenzimas provenientes de genes localizados en los cromosomas 9 y 
1, respectivamente. Presentan tamanos muy distintos, siendo la COX-1 mucho mâs grande que la 
COX-2 (22 kb frente a 8.3 kb)' '"* y poseen un 60% de homologia. Ambas isoformas catalizan 
reacciones idénticas y exhiben las mismas constantes cinéticas para la conversion del âcido 
araquidônico (AA) en prostaglandinas (Figura 11).
La principal diferencia entre estas isoenzimas es la regulaciôn de su expresiôn y su 
distribuciôn tisular. Mientras que la COX-1 es ubicua y su expresiôn es constitutiva, COX-2 es 
indétectable en la mayoria de los tejidos en condiciones de normalidad, pero su expresiôn puede 
ser inducida por una gran variedad de estimulos vinculados a respuesta inflamatoria como son el
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LPS, diversas citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1 (3), factores de crecimiento o promotores 
tumorales como el PMA (phorbol 12-myristate 13 - a c e t a t e ) '  (Figura 11). Por otra parte, se 
considéra que la COX-1 es utilizada en la biosintesis inmediata de PGs (varios minutos después 
de la estimulaciôn por moviüzacion de Ca^ "^ ), las cuales ejercen funciones homeostâticas, mientras 
que COX-2 esta vinculada a la sintesis retardada de PGs (varias boras después de los estimulos) 
que ejercen efectos fisiopatolôgicos'^^’^®'. Asimismo, COX-1 se expresa en el reticulo 
endoplasmàtico (RE), mientras que COX-2 aparece en la membrana perinuclear.
1.4.2.2. PROSTAGLANDINAS SINTASAS (PGS)
PG H 2 puede ser metabolizada por diferentes rutas enzimàticas dando lugar a diversos 
productos con importantes efectos biolôgicos.
* PGD Sintasa (PGDS). Transforma la PG H , en PGDg. Existen dos isoformas: la PGDS tipo 
lipocalina, présente mayoritariamente en el liquido cerebroespinal, y la hematopoyética, que 
produce PGD? en multiples tipos celulares como mastocitos, basôfilos y células T h 2 .
La PGD? desarrolla un importante papel en procesos patolôgicos inflamatorios de tipo 
Th2 ya que aumenta la expresiôn de quimiocinas derivadas de macrôfagos' asi como de 
citocinas y factores pro-inflamatorios como es el GM-CSF y la IL-8 '^ "'.
* PGE Sintasas (PGES). Transforman la PGH? en PGE^. Existen très isoformas, descritas en 
mayor profundidad en el apartado 1.4.3.1.
* PGH 9-11 endoperôxido reductasa (PGES). Genera PGE? a partir de PGH?. PGF? puede ser 
sintetizada a partir de PG E 2 y PGD? mediante otras rutas enzimàticas. PGFja desarrolla 
importantes funciones durante el embarazo y, principalmente, en el momento del parto'^’'.
* PGI Sintasa (PGIS). Es un miembro de la superfamilia del citocromo P450 que se acopla 
ünicamente a COX-2. MetaboUza PGH? en PGI?, prostaglandina que posee importantes efectos 
como vasodilatador.
* Tromboxano Sintasa (TXS). Genera tromboxano A? (TXA?) a partir de PGH?. El TXA? 
desarrolla multiples funciones entre las que destaca su papel vasoconstrictor. Fue originalmente 
identificado en plaqueras y clonado hace mâs de 15 anos. El TXA^ se acopla preferentemente a 
COX-2.
1.4.3. PROSTAGLANDINA (PGE^)
La prostaglandina E? (PGE?) es otro de los prostanoides generados a partir del âcido 
araquidonico a través de la acciôn de las enzimas COX, siendo la prostaglandina 
mayoritariamente producida en la respuesta retardada tras el estimulo.
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1.4.3.1. PROSTAGLANDINA E SINTASAS (PGESl
Existen 3 enzimas diferentes que catalizan la generaciôn de PGEg a partir de PG H 2:
* mPGES-1 (PGE Sintasa asociada a membrana o microsomal-1)
Enzima situada principalmente en la membrana perinuclear, siendo el glutation un 
requerimiento especifico para que desarroUe su actividad. Sus niveles aumentan en respuesta a 
estimulos pro-inflamatorios y disminuyen en presencia de glucocorticoides. Se acopla de forma 
preferencial a COX-2, proceso favorecido por su co-localizaciôn en la membrana perinuclear^^^l 
Représenta un buen sistema de control celular que facilita la biosintesis de la PGEg. El principal 
tipo celular en el que se expresa son los macrôfagos. A través de la ruta transcelular, la fosfolipasa 
A 2 secretada (sPLA.2) proporciona âcido araquidônico a la via CO X -2/m PG ES-1.
La mPGES-1 se encuentra vinculada a diversos procesos relacionados con el estado 
inflamatorio. Asi, un aumento de los niveles de esta enzima implica:
- Disminuciôn de edema.
- Reducciôn del numéro de células blancas présentés en el infiltrado.
- Disminuciôn de la expresiôn de receptores para quimiocinas en macrôfagos 
como CCR2 y CCR3.
La mPGES-1, combinada con la COX-2, tiene capacidad para alterar y afectar la 
proliferaciôn y la morfologia celular'^^'. Asi, en estudios realizados con células de la linea HEK293 
co-transfectadas con ADNc de mPGES-1 y COX-2, se observô una mayor capacidad de 
proliferaciôn en estas células que en las células transfectadas con COX-1, ademâs de variaciones 
en la morfologia de dicho tipo celular. Debido a estos resultados, actualmente numerosas 
investigaciones tienen como objetivo el estudio de la posible impHcaciôn de esta prostaglandina 
sintasa en procesos como el câncer, pérdida de la inhibiciôn por contacto, crecimiento celular 
independiente de factores de crecimiento y formaciôn de tumores.
Por ello, la mPGES-1 puede representar una diana efectiva en el tratamiento de diversas 
enfermedades inflamatorias.
* mPGES-2 (PGE Sintasa asociada a membrana o microsomal-2)
Su distribuciôn es mucho mâs restringida que la de la mPGES-1, no estando muy clara su 
impHcaciôn en los procesos inflamatorios ya que su expresiôn es constitutiva.
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* cPGES (PGE Sintasa citosolica)
Como su propio nombre indica, se encuentra situada en el citosol. Lleva a cabo su 
actividad mediante el acoplamiento exclusivo a COX-1, en ningun caso a COX-2, asociandose 
con la producciôn de PG E 2 homeostâtica.
De esta forma, mPGES-2 y cPGES son enzimas de expresiôn constitutiva, mientras que 
mPGES-1 es la que estâ asociada a procesos en los que se generan estimulos pro-inflamatorios*^*'. 
Asi, existen 2 rutas biosintéticas de secreciôn de PGE?:
- cPLA2 /  COX-1 /  cPGES: homeostasis.
- sPLA2/ COX-2 /  mPGES-1: generaciôn de PGEg en respuesta retardada y, por 
lo tanto, en condiciones de inflamaciôn y patologia.
I.4.3.2. RECEPTORES D E LA PG E?
En la actualidad, estân identificados cuatro receptores especificos para la PGE? 
denominados E P I, EP2, EP3 y EP4.
Los receptores EP se caracterizan por presentar 7 dominios transmembranales acoplados, 
a través de sus secuencias intracelulares, a proteinas G especificas con diversas rutas de 
senalizaciôn de mensajeros secundarios* "*. La expresiôn de los distintos subtipos de receptores 
estâ regulada por diversos agentes, muchos de eUos inflamatorios, o por la propia PGE^; en 
funciôn de la expresiôn de dichos receptores, la PGE? actuarâ en los tejidos de una manera u 
otra*'J83|
grupos
De forma clâsica, se puede organizar a los receptores de la PGE? (Figura 12) en très
[84 .851.
* EPI. Aumenta los niveles de Ca“ intracelular a través de una proteina G^.
* EP2 /  EP4. Incremento de la concentraciôn de AMPc intracelular, acoplado a 
proteinas G ,^ lo que en muchos casos genera la inhibiciôn de las funciones de las 
células efectoras.
* EP3. Existen varias isoformas de este receptor. Su principal via de senalizaciôn 
es a través de la inhibiciôn de la adenilato ciclasa (AC), mediante una proteina G„ 
lo que disminuye los niveles de AMP^. Ademâs, puede disminuir o incrementar 
los niveles de Ca“^  intracelular. Cuando genera un incremento del Ca“^  
intracelular, de igual forma que el receptor E PI, produce un aumento de la 
actividad celular.
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Figura 12. R eceptores de la P G E 2. Los cuatro subtipos principales estân acoplados a diferentes proteinas G  y 
utilizan distintas rutas de senalizaciôn y mensajeros secundarios. Abreviaturas: AC, adenilato ciclasa; PKC, proteina 
kinasa C; PKA, proteina kinasa A; PLC, fosfolipasa C (modificado de Harris et al. Trends Immunol 2002; 23 (3): 144- 
150f4).
De esta forma y en funciôn de sus propiedades, los receptores de la PGEg se pueden 
dividir en dos grupo s
* EPI /  EP3. Acoplados a la movilizaciôn de Ca^^ (los dos) e inhibiciôn de la 
adenilato ciclasa (en el caso de EP3).
* EP2 /  EP4. Estimulaciôn de la adenilato ciclasa con el consiguiente aumento de 
AMPc.
El papel de estos receptores en condiciones patolôgicas esta determinado por el perfil de 
expresiôn, su afinidad por el hgando y el acoplamiento diferencial a rutas de transducciôn de 
senales, destacando la relevancia del contexto celular en el que se encuentre el receptor.
1.4.3.3. EEECTOS EISIOLÔGICOS D E LA PG E .
La P G E 2 régula numerosos procesos a nivel sistémico en humanos, desempehando 
funciones en el sistema reproductor, gastrointestinal, neuroendocrino e inmune y ejerciendo, de 
forma estereoespecifica, importantes acciones de tipo celular y tisular en un rango nano- 
micromolar**^.
La PG E 2 se muestra como una prostaglandina pleiotrôpica, poseyendo propiedades 
estimuladoras e inhibidoras, debiendo ser considerada, en general, como un elemento regulador 
de la inmunidad****.
Con respecto al sistema cardiovascular, desarrolla un papel muy importante ya que 
aumenta la permeabilidad, contribuyendo de esta forma a la extravasaciôn de fluidos y a la
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aparicion de edema, siendo crucial para el balance acuoso de los tejidos y teniendo un papel 
vasodilatador. Ademâs, modula el flujo sangumeo en recién nacidos.
A nivel gastrointestinal, la PGEg présenta propiedades anti-secretoras y anti-ulcerogénicas, 
inhibiendo a las células pariétales gâstricas y aumentando la secreciôn de bicarbonato, lo que hace 
que disminuyan los niveles de âcido gâstrico. En cuanto a la motilidad gastrointestinal, promueve 
la contracciôn de la musculatura longitudinal y relaja la musculatura circular** '^.
Con respecto al sistema renal, diversos receptores de la PGEg son expresados a distintos 
niveles: epitelio tubular, conductos papilares y corticales. Estos patrones de expresiôn parecen 
estar relacionados con la regulaciôn del transporte iônico, la reabsorciôn de agua y la filtraciôn 
glomeralar mediada por esta prostaglandina*^”*.
A nivel neurolôgico, interviene en la generaciôn de fiebre frente a determinados estimulos, 
asi como en el dolor*”'*.
En el aparato reproductor, facilita las contracciones en el momento del parto, ademâs de 
regular otras funciones a nivel ovârico*”"*.
Pero es en el proceso inflamatorio vinculado al sistema respiratorio, donde las propiedades 
y funciones de la PGE? son de nuestro interés y donde mayor controversia existe.
E4.3.4. PG E,Y PATOLOGIAS INFLAMATORIAS PULMONARES
La PG E 2 es el principal metaboEto del tracto respiratorio inferior*”"^*, siendo producida 
mayoritariamente por el epitelio y la musculatura Esa de las vias aéreas*”'*.
Ya desde principios de los anos 90****, se le asocia con un papel broncoprotector. Sin 
embargo, existen discrepancias entre los resultados obterEdos in vitro y los observados in vivo.
A. PAPEL PERJUDICIAL
En multiples trabajos se ha puesto de mamflesto que la PGE? polariza la respuesta celular 
en un proceso inflamatorio hacia un fenotipo Th2, lo que promueve un aumento en los niveles 
de expresiôn de diversas citocinas como la IL-4 y la IL-5*”'*.
Ademâs, a través de sus efectos a nivel vascular, aumenta la extravasaciôn de Hquido de los 
tejidos, contribuyendo a la formaciôn del edema. En este sentido, la PGEg puede potenciar los 
efectos de la bradiquinina y la histamina que, rq contribuyen a la extravasaciôn de Hquido*”''*.
En relaciôn a los mastocitos, se ha observ^ado que la PG E 2, ademâs de favorecer el efecto 
de la histamina en la producciôn de edema, este mediador Epfdico puede potenciar el proceso de 
degranulaciôn y la producciôn de citocinas por parte de este tipo celular a través de la actuaciôn 
de su receptor EP3. La activaciôn de este receptor se asocia con un incremento de los rEveles de
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calcio intracelular, asi como con la inhibiciôn de la actividad de la adenilato ciclasa. También es 
capaz de incrementar los niveles de interleucina- 6  (IL-6 ), importante interleucina pro-inflamatoria 
implicada, por ejemplo, en la artritis reumatoide, lo que contribuiria al desarrollo del proceso 
patogénico*”^ '.
A través de este mismo receptor, la PGEg actùa en las fases tempranas de los procesos 
inflamatorios agudos. Ademâs de inducir vasoconstricciôn, la activaciôn de EP3 por la PGEg 
induce la quimiotaxis de neutrôfilos, asi como la Hberaciôn, por parte de este tipo celular, de 
LTB4. Esta acciôn estimularia la Hberaciôn de otros mediadores inflamatorios desde células 
residentes e infiltrantes en el tejido, promoviendo las fases tempranas de los procesos 
inflamatorios agudos. De esta forma la PGEg, mediante EP3, podria contribuir a la respuesta 
inflamatoria, y mâs concretamente en la cutânea, por un mecanismo dependiente de leucocitos*””'.
B. PAPEL PROTECTOR
La PG E 2 no sôlo protege frente a la broncoconstricciôn (inducida por ejercicio, por 
alérgeno, por aspirina o por agentes broncoconstrictores como la histamina o la metacoHna), sino 
que también inhibe la inflamaciôn de las vias aéreas mediante diversos mecanismos:
* Disminuyendo la eosinofiha de las vias aéreas.
* Alterando la presentaciôn antigénica por células dendriticas mediante la 
anulaciôn, de forma indirecta, de la expresiôn de moléculas de 
histocompatiblHdad de clase 11 (MHC-11)*”'^ *. La capacidad de las células 
dendriticas para actuar como células presentadoras de antigeno estâ relacionada 
con la producciôn de citocinas, especialmente con la IL-12. Dicha citocina es 
inhibida por la lL-10 cuya producciôn es potenciada por la PGE,. Asi, al 
incrementar los niveles de IL-10, los cuales inhiben a la lL-12, la PGEg inhibe 
indirectamente la capacidad de las células dendriticas para presentar antigeno*”**.
* Inhibiendo la migraciôn transendoteHal y la expresiôn de moléculas de adhesiôn 
como VCAM-1, lCAM-1 y ELAM-1 (molécula 1 de adhesiôn leucocitaria 
endoteHal). La inhibiciôn de lCAM-1 parece estar mediada por la inhibiciôn del 
factor de necrosis tumoral-alpha (TNF-a)*””'.
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A nivel del infiltrado inflamatorio, esta prostaglandina [1001 .
* Inhibe la liberaciôn de mediadores desde los mastocitos pulmonares. Se observô 
que en fragmentos de tejido parenquimatoso pulmonar estimulados con anti-IgE 
a concentraciones iguales o superiores a 0,3 pg/m L, la PGEg en rango 
micromolar (1 |lM) era capaz de inhibir el 50% de la liberaciôn de histamina*'”'*, 
siendo esta inhibiciôn dosis-dependiente.
* Disminuye la quimiotaxis y supervivencia eosinofilica mantenida por la 
estimulaciôn por citocinas. Alam y colaboradores*'”^* evaluaron los efectos del 
Misoprostol (un anàlogo de la PGE^) sobre las reacciones alérgicas tempranas y 
tardias. Parte de estos estudios se centraron en la acciôn de dicho agonista sobre 
la quimiotaxis y supervivencia eosinofilica. Comprobaron que el Misoprostol, 
ademâs de inhibir selectivamente la respuesta tardia, reduce el numéro de células 
inflamatorias asi como la quimiotaxis de eosinôfilos.
También se ha observado que la PGE? exôgena contrôla negativamente el 
reclutamiento de eosinôfilos a las zonas de inflamaciôn alérgica, mientras que la 
inhibiciôn de la biosintesis endôgena de dicha prostaglandina incrementa la 
infiltraciôn eosinofilica en respuesta a alérgenos*'”'*.
* Inhibe la producciôn, por parte de los linfocitos B, de IgE inducida por IL-4. La 
PGE?, junto con el IFN-y e IFN-OC, inhibe la expresiôn inducida por IL-4 del 
receptor de baja afinidad para la porciôn Fc de IgE (CD23) en las células B, lo 
que influye en la producciôn de IgE y, ademâs, demuestra la asociaciôn entre la 
expresiôn de CD23 y la producciôn de IgE inducida por IL-4*’”"*.
* Suprime la sintesis de determinadas quimiocinas generadas por macrôfagos, por 
ejemplo la proteina inflamatoria de macrôfagos-1|3 (MIP-1(3). Esta acciôn, 
mediada principalmente por el receptor EP4, podria minimizar la propagaciôn de 
la inflamaciôn iniciada por macrôfagos. Asi, el tândem PG E 2-EP 4  
proporcionaria una nueva estrategia terapéutica para enfermedades o procesos 
inflamatorios patogénicos como la aterogénesis*'”^ *.
Por otro lado, sus efectos protectores también se reflejan en la musculatura Usa, 
componente de vital importancia en la hiperreactividad bronquial y el proceso de remodelaciôn. 
Asi, Pierzchalska y cols*'””* demostraron que la PG E 2 protege frente a la inflamaciôn y évita la 
proliferaciôn de las células epiteliales, los fibroblastos y las células musculares Usas. En este 
sentido, también se observaron propiedades relajantes de la PGE? sobre los bronquios a través de
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un mecanismo mediado por el receptor EP2. Ademâs, la activacion de este receptor en las células 
musculares lisas de las vias aéreas genera una disminucion de la producciôn de citocinas y la 
proliferaciôn de este tipo celular, lo que provocaria una atenuaciôn del proceso de 
remodelaciôn*'”'*. Estos datos sugieren que el receptor EP2 podria ser una adecuada diana 
terapéutica en el pulmôn ya que podria prévenir la contracciôn de la musculatura lisa de las vias 
aéreas y reducir la inflamaciôn pulmonar.
Por todo ello, la PGEg es un mediador lipidico de gran trascendencia en el estudio de las 
patologias respiratorias, puesto que es capaz de modular multiples elementos caracteristicos, 
tanto del asma como de la bronquitis eosinofilica.
1.5. EL PROCESO DE REMODELACION Y LA 
MUSCULATURA LISA BRONQUIAL
El proceso de remodelaciôn bronquial fue descrito por primera vez por Huber y Koessler 
en 1922, siendo este trabajo el primer estudio sistemâtico sobre la proporciôn de mùsculo liso en 
las vias aéreas de sujetos asmâticos*'”**.
Inicialmente, este proceso tiene una funciôn beneficiosa durante el desarrollo pulmonar 
normal o en respuesta a una agresiôn; sin embargo, se transforma en perjudicial en aquellas 
situaciones en las que adquiere un carâcter crônico y asocia una estructura o funcionalidad tisular 
alteradas*'””*.
De forma breve, el proceso de remodelaciôn o remodeling es la apariciôn de alteraciones en 
la arquitectura bronquial que modifican su funcionalidad.
La remodelaciôn de las vias respiratorias se caracteriza por*"”*:
- Descamaciôn epitelial.
- Fibrosis subepitelial.
- Incremento de la musculatura Usa (hipertrofia y /o  hiperplasia).
- Disminuciôn de la distancia entre el epitelio y las células musculares Usas (CML).
- Hiperplasia de las células productoras de moco o células goblet y las glândulas 
mucosas.
- Proliferaciôn de los vasos sanguineos o angiogénesis.
- Desarrollo de edema.
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Existen dos teorfas acerca del inicio de este mécanisme^”
- Los cambios en el proceso de remodelaciôn son consecuencia directa de la 
inflamaciôn crônica en individuos genéticamente predispuestos.
- La inflamaciôn y el proceso de remodelaciôn son fenômenos que transcurren de 
forma paralela ^^ ‘^ 1
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Figura 13. E squem a del proceso de rem odelaciôn  y alteraciôn de la unidad ep itelio  m esenquim al 
caracteristicos de la patologia  asm âtica. Estos procesos englobait la infiltraciôn m astocitaria en la musculatura 
lisa, la alteraciôn del epitelio y el reclutam iento inflam atorio con la consecuente producciôn de citocinas y factores de 
crecimiento que contribuyen al estatus inflamatorio. Todos estos elem entos ejercen una retroalim entaciôn positiva y 
favorecen la cronicidad del dano (modificado de Holgate et 2I. J  A/lerg}i Clin Immunol 2003', 11 (1): 518-536^^).
La matriz extracelular es otro componente de vital importancia en el proceso de 
remodelaciôn bronquial, ya que su renovaciôn es un importante elemento modulador de la 
biologia pulmonar. Asi, cambios proteicos en la composiciôn de la matriz afectan a caracteristicas 
funcionales de la musculatura lisa^ ^^ l^ El proceso de remodelaciôn se caracteriza por el depôsito 
de materiales como colâgeno tipo III y V, laminina, tenascina y fibronectina. El equiLbrio entre 
sintesis y degradaciôn de matriz extracelular regulado por las metaloproteasas (MMPs), 
encargadas de la degradaciôn de las proteinas de la matriz, y sus inhibidores (TIMPs), es lo que 
caracteriza a esta estructura que posee un carâcter dinâmico (Eigura 13). Ese depôsito de
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colâgeno subepitelial esta favorecido en gran medida por el TGF-(3 siendo este, ademâs, un 
importante factor pro-fibrôtico. Asi, los fibroblastos activados por el TGF-(3 y otros factores, 
mediante la deposicion de colâgeno y fibronectina (también de proteoglicanos), contribuyen al 
engrosamiento de la membrana basai, dando lugar a la fibrosis subepitelial (Figura 13). Todos 
estos procesos, a su vez, influyen en la plasticidad de la musculatura Usa, caracteristica de gran 
importancia en la hiperreacüvidad bronquiaf” '^.
Al mismo tiempo, y como se ha comentado previamente, bay un aumento de la red de 
vascularizaciôn de la submucosa, con extravasaciôn y producciôn de edema, y una degeneraciôn 
del cartilago, lo que afecta a la cohesion de la intima de la via aérea con el parénquima 
pulmonar’” '^ ' (Figura 13).
En 1993, Ebina y colaboradores'” '^ clasificaron la patologia asmâtica en funcion del patron 
de hiperplasia muscular existente:
* Tipo I . Existencia de hiperplasia de células musculares ünicamente en las vias 
aéreas centrales.
* Tipo II. Incremento de la masa muscular (hipertrofia) en vias respiratorias 
centrales y periféricas y, en algunas ocasiones, hiperplasia en zona centraf^^^l
Estos procesos de hipertrofia e hiperplasia muscular podrian llegar a inducir o favorecer 
una limitadôn no reversible al flujo aéreo, siendo este un elemento fundamental en el progreso y 
la gravedad de la patologia'” '^.
Gracias a su funciôn sintética, las CML son capaces de secretar citocinas y quimiocinas 
inmunomoduladoras que, junto a las citocinas producidas por diversas células inflamatorias, van a 
activar la proliferaciôn muscular. Las principales citocinas implicadas son: IL-1(3, TNF-Ot, IL-13, 
mediadores lipidicos como LTD 4, PG Ej (importantes efectos broncoprotectores), factores de 
crecimiento como TGF-P, factor de crecimiento epidérmico (EGF), etc. De esta forma, aunque 
tradicionalmente se considéré al tejido muscular liso como un mero regulador del tono 
broncomotor, se ha comprobado que su participaciôn es importante tanto en la perpetuacion de 
la inflamacion como en la remodelaciôn de las vias aéreas'"®'.
Asi, la conjundôn de todos estos procesos conlleva una repercusion fundonal y clinica 
importante, por lo que la efectividad de los tratamientos actuales sobre estos factores ha sido y es 
objeto de numerosos estudios.
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1.6. APOPTOSIS
La apoptosis o muerte celular programada supone la pérdida de viabilidad de la célula que, 
ademâs, va acompanada de una serie de procesos como son la alteracion del citoplasma, la 
condensaciôn de la cromatina y la fragmentacion del âcido desoxirribonucleico (ADN). Este 
proceso juega un papel fundamental en la homeostasis celular, es decir, en el mantenimiento del 
balance entre supervivencia y muerte celular; también en el desarroUo y en las funciones del 
sistema inmune, siendo un importante mecanismo de defensa frente a infecciones virales y 
procesos tumorales emergentes'"’ "®’" ’'. Puede desencadenarse, aunque no exclusivamente, a 
través de dos vias principales:
* Acdvaciôn directa de la cascada de las caspasas por union del ligando al receptor 
de muerte celular.
* A través de estimulos como son los fârmacos, las radiaciones, los agentes 
infecciosos y las especies reactivas de oxigeno, iniciando la liberaciôn de 
Citocromo C al citosol desde la mitocondria, el cual une el Factor activador-1 de 
la proteasa apoptotica (Apaf-1) constituyendo una proteina de estructura ternaria 
denominada apoptosoma, que reclutarâ y activarâ a la caspasa-9, la cual dispararâ 
el final de la cascada del proceso apoptôtico'"''.
Debido a la importancia de este proceso, es necesario que esté sujeto a importantes y 
eficientes mecamsmos de regulaciôn, ya que el desarroUo de un proceso apoptôtico excesivo y /o  
inapropiado puede contribuir, en determinados casos, a la patogénesis de enfermedades 
respiratorias que cursan con inflamacion crônica'""'.
En estos procesos inflamatorios un requisito previo para su resoluciôn es el retorno a la 
normalidad mediante la reversion de los mecanismos implicados en la iniciaciôn de la 
inflamacion. Algunos de estos mecanismos son;
- Eliminaciôn de estimulos.
- Restauracion de la permeabilidad vascular normal.
- Disipaciôn o destrucciôn de mediadores pro-inflamatorios.
- Cese de migraciôn y maduraciôn en médula ôsea y extravasaciôn de granulocitos 
a los tejidos.
- Limitaciôn de la secreciôn de grânulos y agentes histotôxicos y citotôxicos.
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Un fallo en estos mecanismos de reversion responsables de la resoluciôn de la inflamacion 
y restauraciôn de la homeostasis, podrfa desembocar en respuestas inflamatorias persistences que 
incrementarfan el dano tisular y el esta tus de gravedad de la enfermedad'^^"^'.
En estas enfermedades en las que el proceso inflamatorio juega un papel clave en su 
patogénesis, el proceso de “aclaramiento celular” (Eigura 14) es primordial en la hmitaciôn del 
dano tisular, contribuyendo de forma favorable a la reducciôn de la inflamacion mediante dos 
mecanismos:
* A diferencia de lo que ocurre en la necrosis, las células apoptôticas son 
ehminadas antes del fenômeno de hsis por fagocitosis, lo que previene la 
hberaciôn del contenido intracelular pro-inflamatorio e inmunogénico'^^^l
* La fagocitosis de las células apoptôticas no sôlo inhibe la inducciôn de 
mediadores pro-inflamatorios, sino que estimula la producciôn de diversos 
factores (TGF-|3) y, en ocasiones, citocinas (IL-10) y mediadores Hpfdicos 
(PGEg), los cuales inhiben la liberaciôn de citocinas, quimiocinas y eicosanoides 
pro-inflamatorios'^^^\
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Figura 14. E sq u em a  del desarroUo de los m ecan ism os de apoptosis y aclaram iento de los eosin ôfllos, asi 
com o los de supervivencia y activaciôn . El m ecanism o de apoptosis eosinofflica conlleva el reconocim iento y 
fagocitosis de los eosinofilos apoptôticos po r los macrôfagos. La activaciôn y prolongaciôn de la supervivencia 
eosinofflica conlleva la liberaciôn de m ediadores cuyo resultado es el dano al epitelio bronquial (modificada de Walsh 
B r/H a fw a W  2000; 111 (1): 61-67D27]).
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Ademâs de la apoptosis in situ, otro mecamsmo de aclaramiento celular tisular que 
contribuiria a la reducciôn de la inflamaciôn en diversas patologias respiratorias, es la salida de 
granulocitos hacia el lumen de las vias aéreas, habiéndose demostrado que tanto la migraciôn 
eosinofflica a través del epitelio como la salida de neutrôfilos hacia el espacio aéreo, contribuyen a 
la resoluciôn de la inflamaciôn'"®'.
La principal célula efectora de la fagocitosis de las células apoptôticas es el macrôfago. Sin 
embargo, se ha demostrado el importante papel que las células dendrfticas, los fibroblastos, los 
hepatocitos'^°', las células epiteliales y las células musculares lisas'"^' pueden desempenar como 
fagocitos no profesionales en el reconocimiento y eliminaciôn de las células apoptôticas.
Como se ha comentado previamente, el eosinôfilo es el tipo celular caracterfstico del 
infiltrado inflamatorio de patologias como el asma y la bronquitis eosinofflica contribuyendo, 
entre varios efectos, con la liberaciôn del contenido de sus grânulos a la disfunciôn ciliar y dano 
tisular"’'. La supervivencia de los eosinôfllos en los tejidos promueve la perpetuaciôn de la 
inflamaciôn. Asi, existen numerosos factores que contribuyen a la supervivencia o inhiben los 
mecanismos apoptôticos en este tipo celular'^"':
* IL-3, GM-CSF, IL-5: aumentan la supervivencia.
* IL-13: aumenta la supervivencia potenciândose su acciôn en presencia de 
TNF-Ot.
* IL-9: estimula la liberaciôn de IL-16 y RANTES ademâs de incrementar la 
expresiôn del receptor de IL-5, lo que promueve la diferenciaciôn y 
prolongaciôn de la supervivencia eosinofflica.
Otros factores y condiciones que promueven o inhiben la apoptosis con la consiguiente 
mejora o promociôn del estado inflamatorio se detaUan en la Tabla IV.
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Cicloheximida EPS
T N F -a Hipoxia
Donadores de N O IL-5, IL-4 e IL-9
Leucocidina'"*^' IL-6: induce Bcl-2 o TIM Pl
Bax, Bcl-xs'"'^' Bcl-2, Bcl-xf"^
Citocinas T h l. IFN-y, IL-2: aumentan 
expresiôn de Fas'"^'
Aumento de calcio intracelular
Hiperoxia Aumento AMPc
Ang-II y angiotensinôgeno: inducen Agentes que incrementan el calcio
hiperoxia'"^' extracelular
Uniôn Fas-FasL: expresiôn en linfocitos IL-11, GM-CSF: disminuyen apoptosis
T activados inducida por hiperoxia'"®'
Tabla IV. Factores que influyen en la inducciôn  o inhib iciôn  de la apoptosis. Existen numerosos 
factores de distinta namraleza (citocinas, caracterfsticas ffsicas del medio como la concentraciôn de 
oxigeno, mensajeros secundarios, e tc ...) que pueden favorecer o dificultar el proceso apoptôtico lo que, 
finalmente, incidiria en el grado de inflamaciôn existente.
De esta forma, dada la probada importancia del mecanismo apoptôtico en la resoluciôn 
de la inflamaciôn, uno de los objetivos potenciales de la terapia anti-asmâtica es restaurar la 
sensibilidad a la apoptosis de las células infiltrantes de las vias aéreas, es decir, principalmente la 
de los eosinôfllos. Existen diversos fârmacos empleados en el tratamiento del asma y bronquitis 
eosinofflica que inciden sobre dicho mecanismo:
* Glucocorticoides. Aceleran la apoptosis eosinofflica y la fagocitosis por parte 
de los macrôfagos, inhibiendo la sintesis de citocinas pro-inflamatorias'’”
* Teofîlina. Induce la apoptosis de eosinôfllos activados por IL-3 mediante la 
disminuciôn de la expresiôn de Bcl-2'"“l
* Sulfonilureas y ciclosporina A. Inhiben la supervivencia eosinofflica mediante la 
inducciôn de apoptosis'"^'.
* Antagonistas de los receptores para ET s o inhibidores de la sintesis de LTs. 
Disminuyen la sintesis de leucotrienos lo que finalmente influye en la activaciôn 
y supervivencia de los eosinôfllos.
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1.7. MÉTODOS NO INVASIVOS E N  LA EVALUACIÔN DE  
LA INFLAMACIÔN DE LAS VIAS AÉREAS
La inflamaciôn crônica de las vias aéreas se considéra la base fisiopatolôgica subyacente del 
asma, por lo que es necesario disponer de marcadores que permitan cuantificar el componente 
inflamatorio.
El diagnôstico del asma se basa en la conjunciôn de la informaciôn obtenida a partir de la 
historia clinica, la exploraciôn fisica y las pruebas funcionales pulmonares'"'. Sin embargo, en 
ocasiones, los resultados de todos estos estudios no son totalmente concluyentes para el 
diagnôstico. Por ello, se recomienda la evaluaciôn directa de la via respiratoria bronquial.
Aunque en la década de los 80 la introducciôn del uso del fibrobroncoscopio permitiô la 
obtenciôn tanto de muestras de la pared bronquial (biopsia), como del material que recubre la 
superficie (cepiUado), asi como del liquido que bana la luz bronquial (lavado broncoalveolar o 
LBA), es una prueba altamente invasiva y de grandes requerimientos técnicos (infraestructura y 
equipamiento humano), por lo que es inviable en la rutina clinica y, mâs aùn, en la monitorizaciôn 
seriada del asma'"’l
Asi, se ban desarroUado una serie de técnicas no invasivas para evaluar la inflamaciôn de las 
vias respiratorias. Las principales son: el condensado de aire exhalado, el ôxido nitrico exhalado 
(eNO) y el esputo inducido'""'.
1.7.1. Condensado de aire exhalado
Es una técnica râpida, sencilla y no invasiva que sôlo requiere por parte del paciente la 
respiraciôn a volumen corriente durante un periodo de, aproximadamente, 15 minutos.
Se basa en el enfriamiento del aire exhalado, condensândose el vapor de agua en el que se 
encuentran disueltas particulas desprendidas del liquido que baria la via aérea. Dicha 
condensaciôn permite obtener una matriz liquida que se utiliza para evaluar cuantitadvamente 
trazas de biomarcadores no volatiles taies como proteinas, lipidos, nucleôtidos y productos de la 
oxidaciôn'""'.
Existen estudios con pacientes asmâticos en los que, mediante esta técnica, se han 
detectado niveles elevados de marcadores de estrés oxidativo e inflamaciôn de las vias aéreas 
como citocinas, eicosanoides, oxidantes nitrogenados y perôxido de hidrôgeno'"®'.
Sin embargo, aùn no se han estandarizado muchos aspectos de esta técnica como la 
conveniencia o no de utilizar pinza nasal'"'^', o la posibilidad de que existan interferencias entre la 
composiciôn del condensado de aire exhalado y el material del tubo colector (generalmente de
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polipropileno), o la propia composiciôn del aire ambiental. Pero la principal fuente de 
controversia a la bora de utilizar este tipo de muestra para el analisis de los componentes volatiles 
existentes en la zona de inflamaciôn, es el considérât o no el grado de diluciôn en la expresiôn de 
los resultados'"^'.
Por todos estos factores negativos que podrian conducir a conclusiones errôneas, el 
condensado de aire exhalado no esta instaurado como prueba de rutina en el estudio de 
enfermedades respiratorias como el asma.
1.7.2. Ôxido nitrico exhalado
El ôxido nitrico exhalado (eNO) fue detectado por primera vez en el aire exhalado en 
1991, siendo en 1993 cuando se publicô el primer trabajo en el que se vinculaba el asma con 
niveles elevados de eNO. Esta asociaciôn entre un aumento de la fracciôn de ôxido nitrico en aire 
exhalado y asma ha sido observada en diversas poblaciones'"^'.
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Figura 15. R eacciôn de b iosin tesis del ôxido nitrico. La iNOS (NOS2) es la enzima 
que actuaria en la producciôn de N O  tras ser inducida por estimulos inflamatorios.
Asi, se ha confirmado que el N O  (ôxido nitrico), ademâs de desempenar un relevante papel 
vasodilatador en el sistema cardiovascular, ejerce importantes efectos flsiolôgicos en funciones 
como la neurotransmisiôn periférica y central'"®'. El N O  es un derivado del âcido amino
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L-arginina. Es producido por tres isoformas de la enzima ôxido nitrico sintasa (NOS), dos de 
ellas constitutivas, N O Sl y NOS3 que son dependientes de calmodulina, y una tercera inducible, 
iNOS o NOS2 (independiente de calmodulina), habiéndose encontrado una elevada expresiôn de 
esta ultima en el epitelio bronquial de pacientes asmâticos'" ' (Figura 15).
De esta forma, la evaluaciôn del ôxido nitrico exhalado proporciona un marcador 
alternativo no invasivo de inflamaciôn que se caracteriza por ser râpido, barato, de fâcil 
obtenciôn y cômodo para el paciente'"®', pudiendo ser incluso, segùn algunos autores, un prâctico 
marcador de la respuesta al tratamiento con corticosteroides inhalados (CI)'"^'.
Sin embargo, al igual que ocurre con el condensado de aire exhalado, ciertos parâmetros de 
esta técnica necesitan ser estandarizados. Asi, el principal problema es el punto de corte a partir 
del cual se podria excluir, de forma fidedigna, el diagnôstico de asma, empleândose distintos 
puntos de corte'"’’"®'. Ademâs, muchos estudios sobre ôxido nitrico exhalado estân centrados en 
nihos, observândose un alto grado de solapamiento entre los valores de eNO en los mhos sanos y 
los nihos con bronquitis récurrente'"’', asi como en el caso de asma leve intermitente'"“', no 
siendo una herramienta util en la predicciôn del grado de hiperreactividad de las vias aéreas.
Actualmente, en contra de algunos estudios, no es clara su utilidad en la predicciôn de la 
respuesta al tratamiento con CI en pacientes con to s crônica. Hahn y colaboradores'"®', en un 
trabajo con pacientes con to s crônica, observ^aron una correlaciôn entre el valor de eNO y la 
respuesta al tratamiento con CI; asi, los pacientes con valores elevados de eNO presentaban una 
mayor probabihdad de mejorar con los corticosteroides, mientras que los sujetos con valores 
normales o bajos de eNO prâcticamente no respondian a dicho tratamiento, considerando el 
valor de eNO un parâmetro de bastante precisiôn en la evaluaciôn del comportamiento tras la 
toma de este fârmaco. Sin embargo, un estudio realizado recientemente por Luis Prieto y 
colaboradores'’" ' en una poblaciôn similar de individuos con to s crônica corroborô que, aunque 
los pacientes con to s crônica responden bien a la terapia con CI, el valor basal del eNO no es util 
para predecir los pacientes que se comportarân como buenos respondedores para dicho 
tratamiento.
Por ultimo, existen numerosos factores limitantes de la validez y utilidad del eNO ya que 
alteran sus niveles. Algunos de estos factores son:
In trodiicaon
- Contaminaciôn por NO  ambiental.
- Contaminaciôn por N O  nasal.
- Influencia del flujo espiratorio: a menor flujo, mayor valor de eN O '"’L
-  Sexo"'"®'.
- Edad. Existe una correlaciôn positiva, de manera que a medida que la edad 
aumenta se incrementan los valores de eNO en nihos sanos'"®'.
- Infecciones virales del tracto respiratorio superior aumentan su valor.
- Ingestiôn de abmentos ricos en nitratos'"’'.
Por todo eUo el eNO, aunque présenta ciertas ventajas, no es todavfa un claro elemento 
diagnôstico ni se encuentra estandarizado para la practica clinica rutinaria en la gran mayoria de 
los centros, aunque proporciona informaciôn fiable.
1.7.3. El esputo inducido
La tendencia en la practica clinica de los hltimos 50 ahos ha sido intentât reducir el uso de 
técnicas invasivas para el diagnôstico de enfermedades de las vias aéreas. Una de las metodologias 
no invasivas mâs util para el estudio de la inflamaciôn de las vias respiratorias ha sido el 
desarroUo de la técnica del esputo inducido (El).
Aunque el primer protocolo para la obtenciôn del esputo fue establecido por Bickerman 
en 1958'"®', ha sido en los ahos ochenta y noventa cuando este procedimiento ha sido estudiado y 
estandarizado para reducir la variabiUdad y los posibles efectos adversos en los pacientes'" '. 
Desde entonces, diferentes estudios han demostrado la alta efectividad del anâlisis del esputo 
inducido en el diagnôstico de procesos inflamatorios en las vias aéreas.
El estudio del esputo inducido permite conocer las complejas relaciones entre células 
inflamatorias, mediadores y citocinas, asi como los mecanismos que tienen lugar en el asma, 
pudiendo ser usado para evaluar los efectos de diversos medicamentos sobre la inflamaciôn de las 
vias aéreas y relacionar sus efectos antiinflamatorios con los sintomas y alteraciones de la funciôn 
de la via respiratoria'"®'. Asi, en el aho 2000, el grupo de F.E. Hargreave'"’' estableciô que el 
examen del esputo permite identificar la presencia, tipo e intensidad de la inflamaciôn de las vias 
aéreas, la existencia o no de microaspiraciôn, la disfunciôn del ventriculo izquierdo e, incluso, la 
impUcaciôn del pulmôn en enfermedades metabôlicas. Ademâs, esta técnica puede ser Uevada a 
cabo de forma exitosa y segura en la prâctica clinica, incluso en caso de asma moderado o 
severo'"®'.
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El esputo, definido como la expectoracion de las secreciones respiratorias de las vias 
bajas, esta constituido por un componente liquido y uno celular, el cual incluye células epiteliales 
bronquiales y células inflamatorias. En la expectoracion se mezcla con saliva, compuesta 
principalmente por liquido o fluido, células epiteliales escamosas y bacterias orofaringeas, siendo 
la fracciôn viscosa la considerada como esputo '"’'. Tanto la fase sôlida del esputo (fracciôn 
celular) como la fase liquida (sobrenadante) nos permiten evaluar una gran variedad de 
parâmetros.
Por un lado, mediante el uso de técnicas como la citometria de flujo, citospin o 
citocentrifugaciôn o el contaje celular manual (Ej. Uso de câmara de Neubauer o Fuchs- 
Rosenthal), es posible establecer el patrôn celular présente en el foco inflamatorio, asi como el 
tipo celular prédominante en una determinada patologia. Ademâs, estudios a nivel génico de este 
infiltrado inflamatorio permiten conocer si existe o no sobreexpresiôn de determinados genes de 
interés.
Por otro lado, la fase liquida o sobrenadante es una muestra de gran utilidad e importancia 
ya que en ella se pueden evaluar niveles de citocinas, mediadores pro-inflamatorios y otros 
factores (factores de crecimiento, reguladores, etc) que permitirân accéder a un mayor 
conocimiento sobre las caracteristicas del microambiente pulmonar existente en cada patologia 
respiratoria objeto de estudio.
El éxito en la obtenciôn del esputo mediante su inducciôn a través de la nebulizaciôn de 
salino hipertônico, estâ influido por una serie de factores tanto técnicos (tipo de nebulizador, 
tamaho de la particula, concentraciôn de suero salino, pre-tratamiento o no con salbutamol) 
como no técnicos (nivel de control del asma, hâbito tabâquico, presencia de otras enfermedades 
inflamatorias), estableciéndose como condiciones ôptimas el uso de un nebulizador ultrasônico 
con suero salino hipertônico (3%, 4% y 5%) y la administraciôn previa de salbutamol (agonista 
P2  de acciôn corta), ya que évita la broncoconstncciôn mediante la relajaciôn de la musculatura 
sin afectar al componente celular, ademâs de inhibir la liberaciôn de mediadores mastocitarios 
como la histamina'’"'.
Ademâs de la metodologfa empleada en la inducciôn del esputo, es muy importante el 
manejo y tratamiento posterior de la muestra para eliminar el componente mucoso que suele 
envolver los paquetes celulares, dificultando el acceso a ellos. El ditriotreitoi (DTT) es el agente 
dispersante mâs eficaz, ya que rompe los puentes disulfuro de la matriz mucoproteica liberando el 
componente celular'"®'.
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Asi, tanto por su fâcil obtenciôn y manejo, como por la gran cantidad de informaciôn que 
nos proporciona, el esputo obtenido mediante inducciôn con suero salino hipertônico es una 
muestra de gran valia en el estudio y diagnôstico de multiples enfermedades respiratorias y, mâs 
concretamente, en las patologias abordadas en este estudio: asma y bronquitis eosinofflica.

w2. Oôjetivos

O b i c i i c o s
El objetivo principal de este estudio es analizar las diferencias celulares y moleculares 
existentes entre la bronquitis eosinofflica y el asma para, en un futuro, poder orientar el 
tratamiento hacia aquellos elementos diferenciales, consiguiendo asf una mayor eficacia en la 
terapia de ambas patologias.
Para la consecucion de este objetivo se proponen una serie de objetivos parciales que se 
detallan a continuacion:
1. Caracterizar el componente celular inflamatorio a nivel sistémico (sangre periférica) y 
en el foco de la inflamacion (esputo inducido).
2. Determinar el patron de citocinas, factores y mediadores lipidicos implicados en el 
proceso inflamatorio, tanto a nivel génico como a nivel proteico en ambas patologias.
3. Evaluar las diferencias en la ruta enzimatica de producciôn de la PGE? a nivel génico,
tanto en eosinôfllos circulantes como en el esputo inducido y en biopsias bronquiales, 
asi como el perfil de expresiôn cualitativo y cuantitativo de los receptores de dicha 
prostaglandina en asma y BE.
4. Analizar el efecto de la PGE^ en la reducciôn de la inflamaciôn eosinofflica, mediante 
la determinaciôn del proceso apoptôtico en los eosinôfllos de sangre periférica. Este 
objetivo se Uevô a cabo a través de dos aproximaciones:
a. Efecto de la PG E, endôgena présente en el sobrenadante del esputo de los
pacientes.
b. Efecto de la PGE^ sintética y agonistas de los receptores de esta prostaglandina.
5. Determinar el efecto ejercido por la PG E, sobre el fenômeno de hiperplasia muscular a 
través de la evaluaciôn de la proliferaciôn de una linea de células musculares Usas 
bronquiales (CMLB), mediante dos aproximaciones;
a. Efecto de la PGE^ endôgena présente en el sobrenadante del esputo de los
pacientes.
b. Efecto de la PGEg sintética, agonistas y antagonistas de los receptores de dicha
prostaglandina.

3 .  OŸLateriaCes y  métodos
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3.1. SUJETOS DE ESTUDIO
Los grupos de interés en este estudio son tres:
- Individuos sanos: «=13.
- Individuos con bronquitis eosinofflica: «=19.
- Individuos con asma: «=15.
Tanto los individuos diagnosticados de asma como los que padecen bronquitis 
eosinofflica fueron reclutados entre los pacientes que acuden al Servicio de Alergologfa de la 
Fundaciônjiménez Dfaz-Capio, Madrid.
Los individuos sanos o individuos control pertenecen al personal del Servicio de 
Alergologfa e Inmunologfa, Area de Investigaciôn, asf como estudiantes de la Escuela de 
Enfermerfa de la Fundacion Jiménez Dfaz-Capio, Madrid.
La obtenciôn de muestras se realizô tras la firma del consentimiento informado por parte 
de los pacientes e individuos control, previa aprobaciôn del proyecto por el Comité Etico de la 
Fundaciônjiménez Dfaz-Capio.
Este estudio es doble ciego. Las muestras se clasificaron con un côdigo numérico de 
forma que la evaluaciôn se realizô sin tener constancia del diagnôstico cUnico hasta el momento 
del anâlisis de los datos.
3.1.1. Grupos de estudio
En el proceso de selecciôn, tanto de los pacientes de asma y bronquitis eosinoffUca (BE), 
como de los individuos que conforman el grupo control, se establecieron una serie de criterios 
para la inc usiôn o no en el estudio. Las caracterfsticas clfnicas y demogrâficas de los individuos 
del estudio se muestran en la Tabla VIII del apartado 4.1.
* INDIVIDUOS CONTROL
Los individuos control se reclutaron entre el personal de investigaciôn, asf como del 
Departamento de Alergologfa y la Escuela de Enfermerfa de la Fundaciônjim énez Dfaz-Capio.
Todos eUos son individuos no fumadores, sin bis to rial de asma ni enfermedades alérgicas 
y /o  bronqaitis crônica, y que presentaban resultados negativos en las pruebas cutâneas frente a 
una baterft de neumoalérgenos habituales (pôlenes, epitelios de animales, hongos ambientales y 
âcaros).
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* INDIV ID UOS CON BRONQUITIS EOSINOFILICA
Estos pacientes referian to s aislada desde al menos 8  semanas, no presentaban sintomas 
que sugirieran obstrucciôn variable al flujo aéreo, los valores espirométricos eran normales, el 
valor de PCgg en la prueba de metacolina era superior a 16 m g/m L, radiograffa normal de tôrax y 
la eosinofiHa en el esputo era superior a un 3%, cumpUendo asi los criterios diagnôsticos para 
esta patologia'^’'.
* INDIV ID UOS CON ASMA
Los individuos que conforman el grupo de asma, presentaron un amplio histonal y 
evidencias objetivas de padecer esta enfermedad (segùn definiciôn de la American Thoracic 
Society). Estos pacientes mostraron una mejorfa superior al 12% en el volumen espiratorio 
forzado durante los primeros 10 minutos tras la administraciôn de 500 |Llg de terbutahna inhalada, 
teniendo una prueba de metacolina positiva (PCg,, inferior a 16 mg/mL), lo que imphca 
hiperreactividad de las vias aéreas. Dichos sujetos presentaban un grado medio de gravedad de la 
enfermedad y eran clirùcamente estables.
Se incluyeron en este grupo tanto pacientes atôpicos como no atôpicos, ya que 
previamente no se encontraron diferencias entre ambos grupos en aquellos parâmetros objeto de 
anâlisis.
Tanto a los individuos con asma como a aquellos con bronquitis eosinofflica que estaban 
recibiendo tratamiento, se les retiraron los corticosteroides inhalados (CI) al menos dos semanas 
antes de la inducciôn del esputo. Ninguno de ellos recibiô corticosteroides orales (durante al 
menos 6  meses antes del estudio), ni antagonistas de los receptores de leucotrienos, aspirina o 
cualquier inhibidor de la ciclooxigenasa.
Tras la firma del consentimiento informado, a todos los individuos del estudio se les 
extrajo tres tubos de sangre compléta con un anticoagulante (EDTA), obteniéndose un volumen 
total de 27 mL, y uno sin anticoagulante, este ùltimo para la posterior obtenciôn de suero 
(Vacutainer SST®BD S.A., Madrid, Espafia).
3.1.2. Determinaciôn de la hiperrespuesta bronquial
Una de las pruebas déterminantes en el diagnôstico del asma es la prueba de 
hiperreactividad bronquial, en concreto, la prueba de provocaciôn bronquial con metacolina la 
cual es una prueba no especffica directa que, actualmente, es la mejor estandarizada y que
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présenta un buen perfil de seguridad, por lo que es la mâs empleada. Por ello, fue la prueba de 
elecciôn para evaluar la existencia o no de hiperreactividad bronquial, criterio que forma parte del 
diagnôstico diferencial entre asma y bronquitis eosinofflica.
3.2. ESPUTO INDUCIDO
3.2.1. Obtenciôn de la muestra de esputo inducido
La muestra se obtiene a través de la inducciôn con concentraciones crecientes de suero 
salino hipertônico (entre 3-5%)'’" ', con un nebulizador ultrasônico Pulmo-Aide (DeVilbiss, 
Illinois, Estados Unidos). La expectoraciôn suele conseguirse con concentraciones intermedias, 
recogiéndose en un recipiente estéril.
3.2.2. Procesamiento del esputo inducido
El procesamiento ha de hacerse en el menor tiempo posible pues este tipo de muestra es 
bastante lâbil, siendo el porcentaje de viabilidad uno de los criterios de aceptaciôn o rechazo de 
este tipo de muestra. Se realizô dentro de las dos horas siguientes a su recogida, manteniendo la 
muestra a una temperatura baja (aproximadamente uno s 4°C), lo que évita, en parte, la muerte 
celular y la consiguiente pérdida de viabüidad.
Dada la gran cantidad de mucosidad que en ocasiones contiene, este tipo de muestra ha 
de recibir un tratamiento previo para posibiUtar su uso en los diversos anâlisis que se Uevan a 
cabo posteriormente. El protocolo que se ha usado, descrito previamente por Hadjicharalambous 
y colaboradores'’^^ ', fue Ugeramente modificado. Se registra el volumen de esputo obtenido y se 
afiade un volumen igual de ditriotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) diluido al 
0,1% en tampôn fosfato salino PBS Dulbecco (Gibco, Invitrogen Corporation, Nueva York, 
Estados Unidos), utilizando un agitador para conseguir una buena homogeneizaciôn. Se incuba la 
muestra en un agitador hùmedo a 37°C y 180 r.p.m. durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo 
establecido, se afiade el mismo volumen anteriormente utilizado de PBS Dulbecco para inhibir la 
acciôn del DTT que, mantenido durante un tiempo excesivo, puede tener propiedades tôxicas 
para las células.
Para eliminar el moco de la muestra, se emplea un filtro de 40 pm de nailon (BD Falcon, 
Bélgica). Una vez filtrada, la muestra se centrifuga a 754 g durante 10 minutos a 4°C, lo que nos 
permite separar la fase sôlida o sedimento celular, de la fase liquida o sobrenadante.
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El sobrenadante se alicuota y se almacena a -80°C hasta su posterior uso (en analisis 
proteicos y lipidicos).
En cuanto a la fase sôlida, se resuspende en 2 mL de PBS/albümina de suero bovino 
(BSA) 0,1% /ED TA 0,1 M (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) y se procédé a un recuento total 
de la celularidad en una câmara Neubauer, evaluando la viabilidad y el porcentaje de células 
escamosas (contaminaciôn). Tanto la viabilidad como el porcentaje de contaminaciôn del esputo 
son parâmetros fundam entals en los criterios de aceptaciôn o rechazo de la muestra'"®'. 
Actualmente, estân estandarizados como criterios de aceptaciôn una viabilidad superior al 50% y 
un porcentaje de contaminaciôn inferior al 20%. Sin embargo, en este trabajo, se han adoptado 
criterios mâs severos, teniendo que superar la muestra un 80% de viabilidad y poseer un 
porcentaje de células escamosas inferior al 10-12% para considerarla una muestra vâlida. Sôlo si 
tras su procesamiento la muestra de esputo cumpliô ambos criterios, es incluida en el estudio.
Para poder realizar la evaluaciôn microscôpica, se utiliza como tinciôn el colorante vital 
Azul Tripan (Gibco, Invitrogen Corporation, Nueva York, Estados Unidos) con una diluciôn 1:1 
(10 pL de la muestra + 1 0  pL del colorante), realizândose el recuento en un microscopio ôptico 
(Modelo Labophot-2, Nikon, Japôn). Este colorante permite determinar la viabilidad celular; asi, 
las células muertas se tinen de azul ya que, al estar alterada la permeabilidad de la membrana 
plasmâtica, ésta permite la entrada del colorante al interior celular.
Tras el recuento, se deja la muestra a una concentraciôn de 1 x 10® células/mL. Parte del 
sedtmento celular se utiliza para el anâlisis por citometria de flujo, mientras que el resto se 
congela en 800 pL de Trizol® (Invitrogen, CA, Estados Unidos) para el desarroUo de posteriores 
anâlisis génico s.
3.3. ANALISIS DE LAS SUBPOBLACIONES CELULARES EN  
SANGRE PERIFÉRICA Y E N  ESPUTO INDUCIDO
3.3.1. Preparaciôn de la sangre periférica para citometria de flujo
En el estudio del patrôn celular se analiza la expresiôn de los marcadores espedficos de 
superficie de las distintas poblaciones celulares mediante la técnica de inmunofluorescencia 
directa, usando un citômetro de flujo modelo FACSCaUbur (Becton Dickinson, Bélgica). En este 
caso, la muestra de partida es la sangre periférica extrafda con un anticoagulante. Dado que el 
modelo de citômetro empleado sôlo permite usar tres fluorocromos simultâneos, se estableciô el
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panel de citometria, el cual comprende diversas combinaciones de anticuerpos para poder evaluar 
todos los tipos celulares de interés.
Los anticuerpos especiTicos utilizados para la sangre periférica han sido los siguientes:
- Eosinôfllos: CCR3 (receptor de eotaxina; RD Systems, Minneapolis, Estados 
Unidos).
- Neutrôfilos: GDI 6  (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos).
- Linfocitos: C D 4/C D 2/C D 8/C D 19 (BD Biosciences, San José, CA, Estados 
Unidos).
- Monocitos: CD 14 /HLA-DR (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos; 
Cytognos, Salamanca, Espana).
- Precursores eosinofîlicos: C D 34/C D w l25 (este ultimo corresponde a la cadena 
a  del receptor de la IL-5; BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos).
- Basôfilos activados: CD 63/IgE (BD Biosciences, San José, CA, Estados 
Unidos; Vector Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos).
- Activaciôn general: CD69, CD25, HLA-DR (BD Biosciences, San José, CA, 
Estados Unidos para CD69 y CD25; Cytognos, Salamanca, Espana para 
HLA-DR).
Los anticuerpos (Ac) pueden ir marcados con tres fluorocromos diferentes: fluoresceina 
(FITC), ficoeritrina (PE) o ficoeritrina-Cy5 (PE-Cy5). En funciôn de esto, se establece el panel 
concreto de citometria'" '.
A 100 pL de sangre periférica se anaden 3 pL de cada uno de los anticuerpos 
correspondientes, en funciôn del subtipo celular que queramos determinar. Se incuban en 
oscuridad durante 30 minutos. A continuaciôn, se afiade 1 mL de soluciôn de Hsis (BD 
Biosciences, San José, CA, Estados Unidos), se incuba durante 10 minutos y se centrifuga los 
tubos a 754 g durante 5 minutos y a 4°C.
Se decanta el sobrenadante, se resuspende el sedimento despegândolo mecânicamente y 
se lava con 2 mL de FACSFlow™ (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos), soluciôn 
comercial recomendada para el lavado de las células, centrifugândolo a 754 g durante 7 minutos a 
4''C.
Finalmente, se decanta de nuevo y se resuspende el pellet celular en 500 pL de 
FACSFlow™.
Las muestras se evalùan por citometria de flujo, analizândose un total de lO"* células.
■Mdlcnalcs v M e  todos
3.3.2. Preparaciôn del esputo inducido para citometria de flujo
Con el fin de obtener una vision panoramica de las subpoblaciones celulares 
prédominantes en el foco inflamatorio, parte del esputo inducido procesado se utiliza para el 
analisis de dicha celularidad mediante citometria de flujo.
El panel de citometria utilizado en el caso del esputo es el mismo que el utilizado en la 
sangre periférica, con la salvedad de que en todos los tubos se anade el anticuerpo frente a CD45 
(marcador panleucocitario)'"®', lo que facilita la discriminaciôn de las células de interés. Dicho 
marcaje de membrana va unido al fluorocromo PE-Cy5 (tercer canal de fluorescencia).
A un total de 10® células por alicuota, se le anaden 3 pL de cada uno de los anticuerpos 
adecuados, incubandose el esputo durante 30 minutos en oscuridad y a 4°C.
A continuaciôn, se hace un lavado con 1,5 mL de PBS/2%  suero de ternera fetal 
inactivado (STFi, Gibco Invitrogen Corporation, Nueva York, Estados Unidos), 
resuspendiéndolo en un volumen final de 400 pL de FACSFlow™. Se analizan 10  ^ células dentro 
de la regiôn de interés.
3.4. PURIFICACION DE EOSINOFILOS DE SANGRE 
PERIFÉRICA
Todo el proceso de purificaciôn se Ueva a cabo en una campana de flujo laminar (Cultek, 
Madrid, Espana).
La purificaciôn se reahza a partir de 18 mL de sangre periférica extraida con EDTA. Se 
mezcla con un volumen igual de suero salino al 0,9% en un tubo estéril de 50 mL. Una vez 
homogeneizado, se realiza un gradiente de densidad con soluciôn de aislamiento de linfocitos 
(Linfoprep, Comercial Rafer, Zaragoza, Espana) siguiendo una proporciôn 3:5 de sangre y 
Linfoprep. Se centrifuga a 456 g durante 20-25 minutos y sin freno. Esta centrifugaciôn nos 
permite obtener distintas fases claramente diferenciadas.
En la parte superior se situa el plasma, separado del medio utilizado para generar el 
gradiente por un aro blanquecino correspondiente a las células mononucleares de sangre 
periférica (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells). En el sedimento se observa una fase que 
contiene toda la serie roja (eritrocitos, plaquetas) y los granulocitos.
Se sépara el plasma y se alicuota, almacenândolo a -80°C.
Se recoge la franja que comprende las células mononucleares y, tras dos lavados con suero 
salino isotônico (0,9%), se centrifuga a 673 g durante 7-10 minutos. Las PBMCs purificadas se 
dividen en dos partes: una de ellas se almacena en 3 viales con 1,5 mL de medio de congelaciôn
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que contiene RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Bélgica) complète, es decir, con penicilina y 
estreptomicina al 1%, piruvato sodico al 1%, glutamina al 1% (Lonza, Verviers, Bélgica) y STFi al 
10% con 10% de dimetilsulfôxido (DMSO; Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) para posibles 
estudios posteriores, y la otra se congela en 1 mL de Trizol® (Invitrogen, CA, Estados Unidos) 
para estudios génicos.
Los eritrocitos y granulocitos que se sitùan en la parte inferior tras la centrifugaciôn, 
también se lavan para eliminar los restos del Linfoprep. En este caso, los lavados se Uevan a cabo 
con medio RPMI 1640 completo centrifugândolo, al igual que las PBMCs, a 673 g durante 7-10 
minutos.
El sedimento celular obtenido de color rojizo se resuspende hasta un volumen de 35 mL 
con suero salino isotônico, se anaden 5 mL de dextrano al 6,5% p /v , y se incuba durante 
20 minutos a 37°C. Con este paso, se consigne la precipitaciôn de la mayoria de los eritrocitos, 
mientras que los granulocitos se mantienen en suspensiôn.
Transcurrido este tiempo, se recoge el sobrenadante, lavândolo 2 veces con medio 
completo, y en el ultimo se recoge el sedimento celular.
Como ultimo paso para eliminar los eritrocitos que todavfa podria contener la muestra, se 
incuba 2-3 minutos con 50 mL de soluciôn de hsis (NH 4CI 0,15 M, K H CO 3 0,01 M y 
EDTA 0,05 mM, todo ello en agua bidestilada) y se centrifuga a 754 g durante 5 minutos a 4°C. 
De esta forma, se lisan los eritrocitos restantes, obteniéndose un sedimento de color bianco.
Dicho sedimento se lava dos veces con el medio mâs adecuado para la posterior selecciôn 
magnética, el cual contiene PBS, STFi 2% y EDTA 1 mM.
Asf, tras estos pasos, se obtienen los granulocitos de la muestra de sangre periférica. A 
continuaciôn, se realiza un recuento total en una câmara Neubauer, dejândose a una 
concentraciôn de 50 x 10® células/mL.
A partir de estos granulocitos se purifican los eosinôfllos mediante el kit EasySep Human 
Eosinophil Enrichment kit®(StemCell Technologies, Estados Unidos), basado en una selecciôn 
magnética negativa de dicha poblaciôn celular. Este kit se fundamenta en el uso de un cocktail de 
anticuerpos: CD2, CD3, CD 14, G D I6 , G D I9, GD20, GD36, G D I23 y gHcoforina A. Estos 
anticuerpos estân unidos directamente a unos complejos tetraméricos (TAG), los cuales se 
adhieren de forma especffica a las células correspondientes que serân eliminadas por selecciôn 
positiva mediante el uso de unas nanopartfculas magnéticas. Dichas nanopartfculas se retiran con 
un imân (Figura 16). Los eosinôfllos, al no quedar unidos a los complejos tetraméricos y, por 
tanto, no quedar pegados a las nanopartfculas magnéticas, quedarân en el sobrenadante. El
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volumen de antdcuerpos, asi como de las esferas magnétdcas que hay que anadir a las células, se 
calcula siguiendo las recomendaciones del kit comercial.
A n a d ir  el cocktail 
de a n ticu e rp o s
CÉLULA
Complcjo
A n a d ir  n an o p a rticu las  
m agné ticas E asySep
Suspension
c e lu la r
Incubât 5 m inutos
o
In c u b a r 5 m inu tos 
el tubo  en el im àn
I Incubar 10 m inutos
i r R ecoger el so b re n ad an te  volcando el tubo
Figura 16. E sq u em a del protocole de purifïcaciôn  de eosin ôfilos por se lecc iôn  negativa m ed ian te el uso  de  
nanoparticulas m agnéticas (m odifïcado del protocole  proporcionado con  el producto por E asySep, 
Stem C ell).
La muestra de granulocitos (a una concentraciôn de 50 x 10  ^ células/mL) se incuba con el 
volumen correspondiente del cocktail de anticuerpos durante 1 0  minutos a temperatura 
ambiente. A continuaciôn, se anaden las esferas magnéticas y tras una incubaciôn de iguales 
caracterfsticas que la anterior, se coloca el tubo con la muestra en un imàn durante 5 minutos.
Se recoge el sobrenadante por decantaciôn y se cuantitica el numéro de eosinôfilos en una 
câmara Fuchs-Rosenthal, mezclando 100 \xL de la tinciôn utilizada para eosinôfilos (0,05% azul 
de toluidina, 0,85% cloruro sôdico, etanol 95%, saponina saturada en etanol 50%) con 10 |LLL de 
la muestra.
Si el numéro de eosinôfilos es lo suficientemente elevado (a partir de 5 x 10  ^ eosinôfilos 
totales), parte se congelan en Trizol® (1 mL por cada 1x10^  células) para la extracciôn del ARN 
y, el resto, en medio de congelaciôn (1,5 mL por vial).
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3.5. EVALUACIÔN DE LA IgE TOTAL
Con el fm de evaluar parte de la posible respuesta humoral en ambas patologias, se 
analizaron los niveles de IgE en el suero de todos los sujetos del estudio. Para ello, se realize la 
determinacion de IgE total por InmunoCap® empleando el autoanahzador CAP250 (Phadia 
Suecia).
3.6. ANÂLISIS DE LA EXPRESIÔN DE CITOCINAS E N  EL 
FOCO INFLAMATORIO (ESPUTO INDUCIDO) POR PCR 
CUANTITATIVA A TIEMPO REAL
3.6.1. Extracciôn del ARN
La extracciôn del ARN se Ueva a cabo a partir del sedimento celular, resuspendido en 
Trizol® y obtenido tras el procesamiento del esputo inducido.
Como se describe en el protocolo comercial del Trizol® de Invitrogen, se incuba el 
homogeneizado celular durante 5 minutos a temperatura ambiente para conseguir la compléta 
disociaciôn de los complejos nucleoproteicos. A continuaciôn, se anaden 200 |lL de cloroformo 
(Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) por cada mL de Trizol® y se agita vigorosamente de forma 
manual, incubândose a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Se centrifugan las muestras a 
12000 g durante 15 minutos a 4°C en una microfuga Mikro 24-48 (Hettich AG, Tuttkngen, 
Alemania). Tras esta centrifugaciôn, se observan très fases claramente diferenciadas en la muestra:
- Fase fenol-cloroformo. En eUa se locahzan las protefnas.
- Interfase.
- Fase superior. Fase acuosa en la cual se encuentra el ARN.
Tras pasar esa fase acuosa a un nuevo tubo, se anaden 500 |lL  de isopropanol por mL de 
Trizol® para conseguir la precipitacion del acido nucleico. Las muestras se incuban durante 
1 0  minutos a temperatura ambiente y, a continuaciôn, se centrifugan en frio a 1 2 0 0 0  g durante 
10 minutos. Se decanta el sobrenadante y se lava el sedimento con 1 mL de etanol (por mL de 
Trizol®) al 75% mediante una centrifugaciôn a 7500 g a 4°C durante 5 minutos.
Se ekmina el sobrenadante por decantaciôn o con una pipeta y se déjà secar el sedimento 
de ARN durante 7-10 minutos. Por ultimo, se resuspende dicho sedimento en 40 |lL de agua 
kbre de RNasas y se procédé a su cuantificaciôn midiendo las absorbancias a 260 nm y 280 nm en
il)
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un espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Bonsai Technologies Group S.A., Madrid, Espaha)
obteniendo, ademâs de la concentraciôn a la que se encuentra el ARN de cada muestra, la
relaciôn entre las dos absorbancias, lo que permite conocer el grado de pureza del âcido nucleico.
3.6.2. Smtesis del ADN complementario (ADNc)
La smtesis del ADN complementario se reakza a partir de 1 pg del ARN de cada muestra. 
Para este proceso se usa el kit High Capacity cDNA®(Applied Biosystems, CT, Estados Unidos).
Siguiendo el protocolo comercial de Applied Biosystems, se prépara una reacciôn cuyo 
volumen final es de 45 pL, de los cuales, 25 pL corresponden a la mezcla base de la reacciôn y los 
20 pL restantes corresponden al âcido nucleico.
La mezcla de reacciôn esta compuesta por:
- 5 pL de tampôn lOX.
- 2 pL de dNTPs 100 mM.
- 5 pL de Kandomprimers o cebadores 1OX.
- 2,5 pL de la retrotranscriptasa MultiScript (50 U /pL).
- 10,5 pL de agua libre de nucleasas (Applied Biosystems, CT, Estados Unidos).
A estos 25 pL de mezcla de reacciôn se ahade el volumen de la muestra que corresponde, 
en funciôn de su concentraciôn, a l  pg de ARN, completando con agua libre de RNasas hasta 
20 pL y constituyendo un volumen final de 45 pL.
La reacciôn de retrotranscripciôn (paso de ARN a ADNc) se lleva a cabo en un 
termociclador modelo 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, CT, Estados Unidos) y consta 
de los siguientes pasos: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C y 5 segundos a 85°C.
3.6.3. Reacciôn en cadena de la polimerasa (PCR) Cuantitativa a Tiempo 
Real (qRT-PCR)
Esta técnica nos permite conocer el nivel de expresiôn de un gen concreto, en un 
determinado tipo de muestra, en cada uno de los individuos o sujetos del estudio. En este caso, la 
muestra de estudio es el sedimento celular obtenido en el procesamiento del esputo inducido, el 
cual procédé de la zona mâs prôxima a la zona de inflamaciôn, y por tanto, la de mayor interés en 
este estudio.
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La PCR cuantitativa se realiza en un sistema de PCR a Tiempo Real modelo 7500 
(Applied Biosystems, CT, Estados Unidos).
El volumen final de la reacciôn por cada punto de la plaça es de 10 |lL, de los cuales 
9,5 pL son una mezcla de la enzima y los reactivos que esta requiere (TaqMan Universal PCR 
Master Mix, Applied Biosystems, CT, Estados Unidos) y 0,5 pL del ADNc. Se realiza un anâlisis 
de tipo Single Plex con el marcaje en F AM. Cada anâlisis de muestra y gen se realiza por 
tripHcado.
Las condiciones de la PCR llevada a cabo son: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C y 40 
ciclos con dos temperaturas, 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.
Se usan sondas comerciales especificas de los genes de IL-5, IL-10, IL-13, IL-4, TGF|3l, 
IFNy y VEGF (Tabla V). Como control endôgeno, se usa el gen del ARN ribosomal 18s dado 
que, aunque existen otros genes vâUdos como endôgenos pues se expresan de forma constitutiva 
en todas las células, se comprobô que el del ARN ribosomal era el que presentaba una mayor 
homogeneidad de expresiôn en nuestra muestra de interés, el esputo.
IL-5 Hs01548712^1 NM_000879.2 99 5
IL-10 Hs00961619_ml NM_000572.2 98 1
IL-13 Hs01124271_^l NM_002188.2 70 5
IL-4 Hs00174122_ml NM_172348.1 NM_000589.2 70 5
NM_001025366-70.1
VEGF Hs00900054_ml NM_001033756.1 
NM_003376.4
60 6
TGF-p Hs99999918_ml NM_000660.3 125 19
IFN -y Hs00174143_ml NM_000619.2 79 1 2
ARNr 18s Hs99999901_sl X03205.1 187
T abla V. “Prim ers” o sondas especificas de los gen es de divers as citocinas y factores evaluados m ediante  
PCR Cuantitativa a T iem p o Real. Estos genes han sido evaluados en la muestra de esputo inducido con el fin de 
déterm inât el patron inflamatorio de citocinas caracteristico de cada patologi'a estudiada.
Los resultados se presentan como la relaciôn entre el nivel de expresiôn de cada gen 
problema y el del gen endôgeno (que actùa eomo control, expresiôn 3) en cada muestra de esputo 
de cada uno de los pacientes de estudio. Einalmente, los datos se expresan de forma normaüzada 
mediante la siguiente fôrmula:
r > l
V l d l c r i i i l c s  Y : M c t i U i o s
[112  -AAct
donde
(pacientes)J L (control sano)J
ACt [Ct, d-[Ct/jggJ
[2]
[3]
siendo Ct el ciclo en el que la expresiôn del gen comienza a ser exponencial. Los valores 
empleados en el calculo de la expresiôn 2  son las médias de cada grupo obtenidas a partir de los 
valores individuales calculados con la expresiôn 3.
3.7. ANALISIS A NIVEL PROTEICO DE DIVERSAS 
CITOCINAS, FACTORES Y MEDIADORES LIPIDICOS EN  
EL SOBRENADANTE DEL ESPUTO INDUCIDO
De forma paralela al anâlisis génico de numerosas citocinas en el sedimento celular del 
esputo por PCR Cuantitativa a Tiempo Real, también se han cuanüficado a nivel proteico 
diversas citocinas y factores en el sobrenadante del esputo mediante la técnica denominada EIA 
(enzimoinmuno anâlisis) en fase sôlida.
Se han realizado ensayos para cuantificar: IL-5, IL-10, IFN-y, IL-8 , TNF-(X y VEGF 
(Bender MedSystems, Viena, Austria), asi como mediadores lipidicos, prostaglandina F , (PGFt) y 
cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs), concretamente el leucotrieno C  ^ (LTC^, Cayman Chemical 
Company, Ann Arbor, MI, Estados Unidos).
En el caso de la determinaciôn de las citocinas y factores pro-inflamatorios, se siguiô el 
protocolo suministrado en eada kit por la casa comercial (Bender MedSystems, Viena, Austria).
Se utiliza una plaça comercial de 96 pociUos tapizada con un anticuerpo especffico frente 
a la proteina que se desea detectar en cada caso. Se comienza lavando la plaça dos veces con 
PBS/ Tween-20® 1% y, a continuaciôn, se ahade en los pociUos correspondientes 100 pL de los 
sobrenadantes de los esputos de los pacientes y sujetos sanos del estudio diluidos 'A en el 
düuyente comercial, asi como diluciones seriadas (’A) de la proteina estândar, cuya eoneentraciôn 
inicial es 2000 pg/m L en el caso de VEGF, 1000 pg/m L para IL-8 , 500 pg/m L en el ensayo de 
IL-5 y T N F-a, 200 pg/m L para IL-10 y 100 pg/m L para IFN-y. Seguidamente, a todos los
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pociUos se anaden 50 pL del anticuerpo de captura marcado con biotina y se incuba durante 2 
horas a temperatura ambiente y en agitaciôn (200 g). Transcurrido este tiempo, se lava la plaça 
très veces con PBS/Tween-20® al 1% y se anaden 100 pL de la enzima estreptavidina-peroxidasa 
(HRP), incubândose la plaça durante una hora en las mismas condiciones previamente 
mencionadas.
Se lava y se anaden 100 pL del sustrato tetrametilbencidina (TMB) y perôxido de 
hidrôgeno al 0 ,0 2 % incubando durante 1 0  minutos, a temperatura ambiente, en agitaciôn y en 
condiciones de oscuridad. Se detiene la reacciôn anadiendo 100 pL de la soluciôn de stop y se lee 
a una absorbancia de 450 nm en un lector de plaça modelo Anthos 2020 (Anthos Labtec 
Instruments, Cambridge, Reino Unido).
Finalmente, se eonstruye una curva patrôn con las concentraciones estândar conoeidas de 
la proteina de estudio, interpolândose en dicha curva los valores de absorbaneia de los 
sobrenadantes de los pacientes.
Los resultados se expresan como picogramos (pg)/ mL o nanogramos (ng)/ mL.
Ln el caso de los ensayos de los mediadores Upidicos se siguen las indicaciones del kit 
comercial, ahadiéndose simultâneamente todos los componentes asi como las muestras de 
sobrenadante del esputo o la curva estândar, segun corresponda en cada pociUo, y se incuba la 
plaça durante 18 h a temperatura ambiente.
Transcurrida esta incubaciôn, se lava la plaça y se anaden 200 pL del reactive de EUman, 
dejândolo a temperatura ambiente durante 60-90 minutos. La lectura de la absorbancia se realiza 
a una longitud de onda de 420 nm.
3.8. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE LAS 
ENZIMAS IMPLICADAS E N  LA RUTA DE BIOSINTESIS DE  
LAPGE2
Para evaluar los niveles de expresiôn de las enzimas impkcadas en la ru ta de producciôn de 
la PGEg o vinculadas a eUa por ser las producto ras de su precursor (âcido araquidônico), se ha 
utilizado la técnica de PCR Cuantitativa a Tiempo Real, empleando como materia prima el ADNc 
de los eosinôfilos de sangre periférica, del sedimento celular del esputo asi como de biopsias 
bronquiales. Las enzimas impkcadas en la ruta de la PG E 2 anakzadas son: ciclooxigenasa
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(COX)-l, COX-2, 15-hidroxiprostaglandina dehidrogenasa (15-PGDH), prostaglandina-E sintasa 
(PGES), y dos fosfolipasas, la cPLA^ (citosolica) y la sPLA^ (secretada) (Tabla VI).
COX-1 Hs00277289_sl
NM_080591.1
NM_000962.2 60 9
COX-2 Hs00153133_ml NM_000963.1 75 1
15-PGDH Hs00168359_ml NM_000860.3 61 4
PGES Hs00610420_ml NM_004878.3 68 9
S-PLA2 -X Hs00358567_ml NM_003561.1 67 16
NM_182709.1
C-PLA2 Hs0093153I_gI NM _182710.1 
NM_006388.2
92 11
T abla VI. Sondas especificas de las enzim as im plicadas en la ruta de producciôn de la PG E 2, asi com o  
fosfolipasas vinculadas a la liberaciôn del âcido araquidônico (precursor de la PG E 2).
La extracciôn del ARN y posterior smtesis del ADN complementario se ha explicado con 
anterioridad en los apartados 3.6.1 y 3.6.2. En el caso de las biopsias bronquiales, las muestras se 
trituraron en un homogeneizador Mi era D-1 (Labortechnik, Alemania) y, tras resuspender el 
homogeneizado en 1 mL de Trizol®, se han seguido los protocolos anteriormente descritos.
3.9. EVALUACION DE LOS RECEPTORES DE LA PGE^
Dado que los efectos de la PG E, se deben, en parte, al receptor a través del cual actüe, se 
decidiô estudiar la presencia de los receptores de la PGE^. Asi, se han anaüzado todos los 
receptores a nivel génico en eosinôfilos circulantes, esputo y biopsias bronquiales, y sôlo EP2 y 
EP4, a nivel proteico, en los eosinôfilos de sangre periférica.
3.9.1. Evaluaciôn génica de los receptores de la PGE 2
A mvel génico, la determinaciôn se lleva a cabo mediante PCR Cuantitativa, metodologia 
descrita en el apartado 3.6.3, con sondas especificas para los receptores (Tabla VII), tanto en los 
eosinôfilos purificados de sangre periférica, como en el sedimento celular del esputo asi como en 
las muestras de biopsias bronquiales.
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Ref. comercial 
Gen “Assays on 
Dem and”
Côdigo del “Gene 
Bank”
Long, del fragm. 
amplif (pb)
Hs00168752 ml NM 000955.2
Hs00168754 m l NM 000956.2
Hs00167855 m l NM 000957.2
Hs00168761 m l NM 000958.2
Tabla VIL Sondas especificas de los receptores de la PGEz.
3.9.2. Evaluaciôn proteica de los receptores de la PGEg
A nivel proteico, se han desarroUado diversas técnicas: citometria de flujo (evaluaciôn 
cuantitativa) y microscopia confocal (evaluaciôn cuaütativa), empleando en ambos casos los 
eosinôfilos de sangre periférica.
3.9.2.I. MICROSCOPIA CONFOCAL
Tras la purifïcaciôn de los eosinôfilos, se resuspenden 2x10^  células en 500 |IL de Azul de 
Evans/ED TA  1 mM (para eliminar la autofluorescencia del eosinôfilo) incubândose durante 30 
minutos a 4”C y en movimiento (evitando asi la agregaciôn de las células).
A continuaciôn, se centrifugan a 80 g durante 5 minutos a 4°C, se élimina el sobrenadante 
y se resuspenden en 500 pL de RPMI 1640/BSA 0,5% /ED TA  1 mM. Este medio es el que se 
utiliza a lo largo de todo el protocolo.
Se anaden los anticuerpos frente a EP2 y EP4 por separado (IgG de conejo. Cayman 
Chemical Company, Ann Arbor, MI, Estados Unidos), a una diluciôn final 1/10, incubândose en 
agitaciôn durante 1 h a 4°C. Se lava 2 veces y se desecha el sobrenadante. Tras resuspender en 
100 pL del medio previamente mencionado se anade, a una diluciôn final 1/50, el anticuerpo 
secundario (suero de cabra anti-IgG de conejo) marcado en Texas Red. Se incuba en oscuridad 
durante 1 h, a 4°C y en movimiento.
Transcurrida esta segunda incubaciôn y después de sus correspondientes lavados, se 
élimina el sobrenadante con pipeta y se resuspende en 30 pL de FluorSave™ Reagent 
(Calbiochem, La JoUa, CA, Estados Unidos). Una vez que el sedimento celular esta 
completamente disgregado, se dispensan 3 pL sobre un portaobjetos, cubriéndolos con 
cubreobjetos redondos de 12 mm (Kemia Cientifica, Madrid, Espana).
Se dejan toda la noche a 4°C para que las células queden bien fijadas al portaobjetos.
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Para ver el patron de expresiôn se utiliza un microscopio confocal (TCS SP5, Leica 
Microsystems, Alemania).
3.9.2.2. CITOMETRIA DE FLUJO
En esta determinaciôn se utilizan parte de los eosinôfilos purificados de sangre periférica 
de los pacientes del estudio.
Tras su aislamiento (apartado 3.4), se alicuotan 1x10^ células/tubo utibzândose cuatro 
en cada ensayo;
* Control isotipico: IgG ly/IgG 2a/C D 45 (BD Biosciences, San José, CA, Estados 
Unidos).
* CCR3 /VLA-4 /CD 45 (RD Systems, Minneapolis, Estados Unidos; Beckman 
Coulter, Fullerton, CA, Estados Unidos; Cytognos, Salamanca, Espana).
* E P 2/V U \-4 /C D 45 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, Estados 
Unidos).
* EP4/V LA -4/CD 45 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, Estados 
Unidos).
La mezcla de eosinôfilos se incuba durante 30 minutos con 5 pL de cada anticuerpo. Dado 
que estos anticuerpos especificos para los dos tipos de receptores no estan marcados con 
fiuorocromos, se realiza una segunda incubaciôn de 30 minutos con 5 pL de un anticuerpo hecho 
en cabra frente a IgG de conejo unido a fluoresceina (Santa Cruz Biotechnology, CA, Estados 
Unidos). Tras esta segunda incubaciôn, se lavan con 2 mL de PBS a 713 g durante 5 minutos. Se 
decanta el sobrenadante, resuspendiéndose el sedimento en 400 pL de EACSFlow™, pasando a 
realizar la adquisiciôn y el anâlisis en el citômetro de flujo.
3.10. EVALUACION DE LA APOPTOSIS DE EOSINOFILOS 
DE SANGRE PERIFÉRICA
La apoptosis se évalua mediante la técnica de citometria de flujo con el kit rh Annexin V / 
Ei t c ® (Bender MedSystems, Viena, Austria), siguiendo el protocolo de dicho kit comercial. Este 
protocolo se basa en la presencia o ausencia de fosfatidil-serina (PS) en la superficie celular y el 
marcaje con yoduro de propidio (PI). Cuando la célula entra en apoptosis, los componentes de la 
membrana sufren una serie de reorganizaciones entre las que se encuentra la expresiôn de la PS
ô6
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en superficie, pues hasta ese momento se encontraba en una ubicacion citoplasmâtica. En este 
estadio del proceso, la membrana sigue estando integra. Como marcador de la PS se emplea la 
anexina-V, ligando natural, en este caso unido a fluoresceina (EITC).
En esa progresiôn degenerativa, la estructura de la membrana va siendo mâs porosa por 
lo que, con el tiempo, seguirâ expresando PS en la membrana pero el PI serâ capaz de entrar al 
interior celular debido al aumento de la permeabilidad de la membrana.
En un ultimo estadio, la PS es liberada al medio y la membrana estâ prâcticamente 
desintegrada.
De esta forma, podemos visuahzar cuatro fases diferentes (Figura 17):
- Vivas. Marcaje doble negativo. La PS no se expresa en superficie celular debido a 
que la membrana no ha sufrido ningun cambio, lo que también impide la entrada 
del PI al interior de la célula.
- Apoptosis temprana. Marcaje simple positivo para la anexina-V. La célula ya ha 
entrado en el proceso de apoptosis puesto que la PS se expresa en la superficie 
celular, aunque la membrana mantiene todavia su integridad pues el PI no es 
capaz de penetrar en el citoplasma.
- Apoptosis tardia. Doble marcaje positivo para la anexina-V y el PI. La célula no 
ha muerto ya que la PS todavia permanece anclada a la membrana, pero ya ha 
sufrido alteraciones estructurales puesto que el PI ha entrado al interior celular.
- Necrosis. Marcaje simple positivo para el PI. La célula estâ totalmente muerta 
pues la PS ya se ha desprendido de la membrana debido a la alteracion o 
destrucciôn de ésta.
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Figura 17. E sq u em a representativo de una im agen  ( d o t p J o t )  de citom etria de flujo de los ensayos 
de apoptosis. La imagen représenta las cuatro fases en las que se pueden encontrar: las células vivas, 
apoptosis tem prana, apoptosis tardia o necrosis.
Tras disenar las condiciones de los ensayos y preparar las plaças de cultivo, los eosinôfilos 
se incuban en una estufa (modelo 3111, Forma Scientific, Inc, CA, Estados Unidos) a 37°C con 
un 5% de COg durante 18 - 24h.
Transcurrido este tiempo, se recoge el volumen necesario para tener una concentraciôn 
entre I x l O ^ y S x l O ^  células/100 flL. Dicho volumen se lava dos veces con PBS frio 0,5 M a 
673 g durante 5 minutos. Tras decantar el sobrenadante del segundo lavado y despegar las células, 
se resuspenden en 195 flL del tampôn de uniôn del kit. A continuaciôn, se anaden 5 pL de 
anexina-V unida a EITC en cada uno de los tubos incubândolos, tras agitarlos, durante 
15 minutos en frio y en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se lavan las células con PBS frio 
0,5 M y se centrifugan a 673 g durante 5 minutos. Se decanta el sobrenadante y se resuspende en 
190 pL del tampôn de uniôn. Inmediatamente, se anaden 10 pL de PI, analizândose las muestras 
en el citômetro de flujo.
En todos los ensayos se utiliza una curva para caübrar y compensar las fluorescencias. 
Dicha curva se establece con células del mismo tipo que las del ensayo, utilizândose 4 tubos 
diferentes:
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- Tubo A: sin ningun marcaje.
- Tubo B; con anexina-V-FITC, para ajustar la fluorescencia ciel primer color.
- Tubo C: con PI, para ajustar la fluorescencia del segundo color o canal de 
fluorescencia.
- Tubo D: doble marcaje, para compensar las fluorescencias anteriores.
Se anaHzan un total de 5000 células por tubo.
3.10.1. Efectos del sobrenadante del esputo inducido sobre la apoptosis de 
los eosinôfilos de sangre periférica
Con el fin de evaluar el posible e fee to de la PG E 2 présenté en el sobrenadante del esputo 
sobre la apoptosis eosinofilica, se realizaron cultivo s de eosinôfilos purificados de sangre 
pcr.férica de pacientes. Para dichos ensayos se uülizô el sobrenadante del esputo de varios sujetos 
de imbas patologias. Se reaüzan un total de 10 ensayos por grupo cuyas condiciones se describen 
a continuaciôn:
- Concentraciôn celular: 1 x 10’ células/pocillo en 250 pi de medio (RPMI 1640 
completo).
- Sobrenadante: 250 pL/pocillo.
- Tiempo: 18 h.
Para evaluar la apoptosis se emplea la citometria de flujo y el kit y protocolo desarroUado 
previamente (kit rh Annexin V / FITC®, Bender MedSystems, Viena, Austria).
3.10.2. Efectos de la PGE 2  y agonistas sintéticos sobre la apoptosis de los 
eosinôfilos de sangre periférica
De la misma forma que con el sobrenadante del esputo, para evaluar el papel efector de la 
PGE 2 con respecto a la apoptosis, se han Uevado a cabo cultivo s celulares de eosinôfilos 
purificados de sangre periférica de pacientes («=10).
Se han realizado distintas pruebas para encontrar la concentraciôn idônea de distintos 
parametros como son:
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- La concentraciôn celular.
- La concentraciôn de PGE^.
- La concentraciôn de los agonistas de EP2 y EP4.
- El tiempo de incubaciôn.
En estos ensayos, los agonistas objeto de estudio son los de los receptores EP2 y EP4, ya 
que se postula que son estos receptores a través de los cuales la PG E, ejerce un papel protector 
en las patologias de estudio. Asi, el Butaprost (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, 
Estados Unidos) es un agonista del receptor EP2, y el 11-deoxi-prostaglandina E, (Cayman 
Chemical Company, Ann Arbor, MI, Estados Unidos) es un agonista simultâneo de los 
receptores EP2 y EP4.
Tras varios ensayos, se establecieron las condiciones mâs adecuadas:
- 0,2 -  0,5 X 10  ^células/mL/pocillo.
- 100 nM y 1 pM de PGEg (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, Estados 
Unidos).
- 100 nM y 1 pM de los agonistas de los receptores EP2 y EP4.
- 18 h de incubaciôn.
3.11. CULTIVOS DE CELULAS MUSCULARES LISAS 
BRONQUIALES (CMLB)
En los ensayos para analizar el posible efecto de la PG E 2 sobre el proceso de 
remodelaciôn, se ha utilizado una linea humana no oncogénica de células musculares Usas 
bronquiales (BSMC, Cambrex Bio Science, Karlskoga, Suecia).
Para los ensayos de proUferaciôn es necesario que las células estén en el cuarto o quinto 
pase de crecimiento. Asi, previamente, estas células se cultivan siguiendo el protocolo 
proporcionado por la propia casa comercial, el cual se describe a continuaciôn.
El medio de cultivo idôneo para este tipo celular es el SmGM-2 BuUetKit® (Cambrex 
BioScience, Karlskoga, Suecia), que condene el medio basai (SmBM®, Smooth Muscle cell Basal 
Medium) al que se le anaden los siguientes reactivos:
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- Factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF).
- Insulina.
- Factor de crecimiento de fibroblastos humanos (hFGF-B).
- Suero de ternera fetal (STF).
- Antibioticos: gentamicina/anfotericina-B.
Las células se cultivan en flask de 25 cm^ (Iwaki, Japon), a una concentraciôn de 
3500 células/cm^ y con un volumen de 1 m L/5 cm^ (entre 5 y 6  mL por flask).
Cuando la proUferaciôn celular alcanza el 70% de la superficie, las células se despegan con 
Tripsina-EDTA (2 mL por flask de 25 cm^), previo lavado con HEPES-BSS (Cambrex 
BioScience, Karlskoga, Suecia), ya que el suero de ternera fetal que contiene el medio inactiva a la 
tripsina.
Tras incubarlas a 37°C durante 6  minutos, se golpea el flask para despegar las células y se 
anade TNS (Cambrex BioScience, Karlskoga, Suecia) para inactivar la tripsina. Se recoge todo el 
volumen, se anaden 2 mL por flask de HEPES-BSS para recoger las células que puedan quedar 
en el flask y se centrifuga a 220 g durante 5 minutos. Se eUmina el sobrenadante y el sedimento se 
resuspende en 2-3 mL de medio de cultivo.
A continuaciôn se reaUza un recuento y se évalua la viabiUdad de la muestra, cultivândose 
de nuevo a una concentraciôn celular de 3500 células/cm^ (previamente indicada).
3.11.1. ProUferaciôn de células musculares Usas bronquiales (CMLB) 
cultivadas con sobrenadante de esputo inducido
Al igual que en el caso de la apoptosis eosinofilica, se ha estudiado el efecto del 
sobrenadante del esputo de diversos pacientes sobre la proUferaciôn de las CMLB.
Las condiciones de dichos ensayos fueron las siguientes:
-4x10 '^  células/100 pL/pocillo.
- 1 0 0  pL sobrenadante/pocillo.
Para la evaluaciôn de la proUferaciôn celular se utiUza el Test de ProUferaciôn Celular en 
plaça, ELISA Biotrak® (Amersham CeU ProUferation Biotrak ELISA System, Amersham, 
Buckinghamshire, Reino Unido). Este kit es un método colorimétrico alternativo a la técnica 
clâsicamente empleada para el estudio de proUferaciôn: la timidina tritiada. Dicho método se basa 
en la mediciôn de la incorporaciôn de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), durante la smtesis de
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ADN, en las células en proUferaciôn. De esta forma, emplea una pirimidina anâloga, BrdU, en 
lugar de timidina.
Las CMLB se incuban durante 72 h a 37°C y 5% de COg en presencia de los estimulos 
correspondientes. Transcurrido este tiempo, se anade la BrdU (10 pL) y se incuban en las mismas 
condiciones durante 24 horas mâs. A continuaciôn, y tras eUminar el sobrenadante del esputo, se 
anaden 200 pL/pociUo de la soluciôn de fîjaciôn, la cual permite la desnaturaUzaciôn y fijaciôn de 
las células, incubândose durante 30 minutos a temperatura ambiente (RT). Posteriormente, se 
anaden 200 pL/pociUo de soluciôn de bloqueo y se incuba 30 minutos a temperatura ambiente.
Se eUmina la soluciôn de bloqueo y se incuba con el anticuerpo anti-BrdU marcado con 
peroxidasa durante 90 minutos a RT. Finalmente, tras 3 lavados de 10 minutos cada uno, se 
incuban las células con 100 pL/pocillo del sustrato TMB entre 5 y 30 minutos, a temperatura 
ambiente, en agitaciôn y en condiciones de oscuridad. Se detiene la reacciôn anadiendo 25 pL de 
âcido sulfurico 1 M, leyéndose la absorbancia a 450 nm de forma inmediata en el lector de plaça 
anteriormente utilizado.
Los valores de absorbancia se correlacionan directamente con la cantidad de smtesis de 
ADN y, en consecuencia, con el porcentaje de proUferaciôn de las células en cultivo.
3.11.2. Acciôn de la PGE 2  sintética, agonistas y antagonistas de sus 
receptores sobre la proUferaciôn de las células musculares Usas bronquiales 
(CMLB)
En los ensayos de proUferaciôn de las células musculares lisas bronquiales (CMLB) se han 
evaluado, ademâs del efecto del sobrenadante del esputo, tanto el efecto de la PGE? comercial 
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, Estados Unidos), como el de dos agonistas 
diferentes de los receptores de la PGE?: el Butaprost y la 11-deoxi-PGE, (mencionados 
previamente en el capftulo 3.10.2), ambos utilizados también en los ensayos de apoptosis con los 
eosinôfilos purificados de sangre periférica. También se utilizaron dos antagonistas de los 
receptores de la PGE,: AH6809 (antagonista de los receptores EPI y EP2, Sigma-Aldrich, MO, 
Estados Unidos) y el AH23848 (antagonista del receptor EP4, Sigma-Aldrich, MO, Estados 
Unidos). Estos ensayos con los productos sintéticos nos permiten confirmât si los resultados 
obtenidos en los ensayos con el sobrenadante del esputo de los pacientes, se podrian asociar o no 
a la PGEg.
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El ensayo con la PG E 2 sintética y los agonistas se ha reproducido un total de 10 veces por 
duplicado, mientras que el cultivo con los antagonistas se ha reproducido 1 2  veces por duplicado. 
Se utilizan 1 x lO'^  células/pocillo, siguiendo las indicaciones del kit comercial. Los puntos de 
estudio fueron:
- Control negativo. Células en proliferaciôn sin ningun tipo de estimulo 
adicional.
- PGEz: 10" M, 10’ M y 1 0 ' 'M.
- Butaprost: 10 '’ M, lO ’ M y 10''' M.
- 11-deoxi-PGE,: 10'" M, 10'’ M y 10'’'  M.
- AH6809: 10'" M y 10'" M.
-AH23848: 10'" M y  10'" M.
Las concentraciones, tanto para la PG E 2 como para los agonistas y antagonistas, se han 
establecido tras diversas pruebas.
En el caso de los ensayos con los antagonistas, las células se incubaron durante 1 hora 
con las diversas concentraciones de los mismos y, transcurrido este tiempo, se anadiô la PGEg 
sintética, siendo el protocolo a partir de este punto igual que en los otros tipos de ensayos.
Estos ensayos de proliferaciôn se reaüzan con el mismo kit empleado en los ensayos del 
apartado 3.11.1 (ELISA Biotrak®, Amersham, Reino Unido).
3.12. ANALISIS ESTADISTICO
Las caracterfsticas cünicas de los pacientes han sido defînidas usando estadfsticos 
descriptivos, siendo expresadas como la mediana y el range o la media geométrica y el rango.
El recuento celular diferencial en esputo entre los très grupo s de estudio asi como la 
comparaciôn de la concentraciôn de los mediadores üpfdicos se reaüzô: usando el test de 
KruskaU-WaUis y U-test de Mann-Whitney para los datos no paramétricos, y ANOVA y test no 
pareado con la correcciôn de Welch para los datos paramétricos.
Los valores de los ensayos de expresiôn génica fueron expresados como media de la 
expresiôn en relaciôn al grupo control. El caràcter de normaüdad fue anaüzado con el test de 
Kolmogorov-Smirnof, estudiando la significaciôn estadfstica mediante el programa R con el test 
de Wilcoxon, dado el bajo numéro de muestra por grupo y su caràcter no paramétrico.
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El grado de significaciôn estadfstica aplicado es p<0,05, es decir, se acepta como maximo 
una probabilidad de error no superior al 5%. Se ha considerado que existe diferencia 
estadfsticamente significativa a partir de unap  menor o igual a 0,05.
El anâlisis estadfstico realizado en este estudio se ha llevado a cabo usando el programa 
Graphpad InstatS (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, Estados Unidos) asf como con el 
programa R de acceso Hbre en la red.
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4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES 
DEL ESTUDIO
El punto de partida del proyecto fue la clasificacion de los individuos que han constituido 
los tres grupos de estudio. Asi, tanto los individuos asmaticos como los pacientes con bronquitis 
eosinofilica, cumplieron los criterios de clasificacion previamente establecidos de acuerdo con las 
guias actuales (caracteristicas detalladas en el apartado 3.1.1). Esta clasificacion es de gran 
importancia para la obtencion de grupos homogéneos de individuos.
Los sujetos incluidos en el estudio presentaron las caracteristicas clinicas y demograficas 
que se detallan en la Tabla VIII.
Contrôles
(n=13)
Bronquitis eosinofilica 
(n=19)
Asma
(/7=15)
Edad (anos) * 29 (20 -  42) 47 (1 7 -7 1 ) 35 (1 4 -6 1 )
Sexe (% hombres) 5 (38,46%) 12(63,16%) 6 (40%)
Atopia 0 47,06% 73,33%
Duraciôn 
sintomas (arios) t
0 4,5 (0,5 -1 5 ) 6,5 (0,5 -  18)
Tabaquism o
Fumadores 0 2 (10,53%) 0
Exfumadores 0 7 (36,84%) 4 (26,67%)
No fumadores 13 (100%) 10 (52,63%) 11 (73,33%)
FEV, teôrico (%)* 105 (100-131) 105,5 (77 -127) 100,5 (7 3 -  141)
F E V /F V C (%) ^ 85 (80 -  93) 81,23 (6 9 -9 1 ) 81,24 (65,3 -  94,79)
PC 2 0  metacolina 
(m g/m l)
Negativa Negativa 4,77 (1 ,25 -8 )
Tabla VIII. Caracteristicas clinicas y dem ograficas de los sujetos del estudio. FVC: capacidad vital forzada; 
FEVi: volumen espiratorio forzado en el prim er segundo. * Mediana (rango); t  Media geométrica (rango).
Como se observa en la Tabla VIII, la gran mayoria de los individuos de los tres grupos se 
encuentran dentro de un rango intermedio de edad, entre 30 y 50 arios, siendo menor el 
promedio de edad en el grupo control, pero sin presentar diferencias significativas con el resto de 
los grupos de estudio.
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En cuanto a la relaciôn por sexo, tanto en el grupo de sujetos sanos como en el grupo de 
asma es mayor el porcentaje de mujeres, mientras que en el grupo de BE el porcentaje de 
hombres représenta el 63,16% del total de la poblaciôn estudiada.
Con respecto a la atopia, aunque el porcentaje es mayor en el grupo de sujetos asmâticos 
estando también aumentada en este grupo la duraciôn media de los sintomas, no hay diferencias 
estadisticamente significativas.
Aunque algunos de los individuos del estudio refirieron haber sido fumadores o serlo en la 
actualidad, la totalidad de los individuos control asi como la mayoria de los individuos de los 
grupos de patologia son no fumadores, siendo esto un dato de gran importancia ya que el hâbito 
tabâquico podria induit en algunas de las valoraciones o anâlisis realizados en el estudio.
En relaciôn a los resultados de las pruebas clinicas que evalùan la funciôn pulmonar, el 
cociente FEV ,/FVC se encuentra dentro del rango de normalidad (inferior al 80%)'’^ ’'’"’' en los 
dos grupos, aunque existen individuos de ambas patologias de estudio que se encuentran por 
debajo de dicho valor de normalidad.
Ademâs, sôlo los individuos del grupo de asma presentan pruebas de metacolina positivas, 
siendo este resultado uno de los criterios diagnôsticos de dicha enfermedad y una de las 
caracteristicas principales que diferencian esta patologia de la BE, ya que implica la existencia de 
hiperreacüvidad bronquial.
4.2. PATRON CELULAR INFLAMATORIO
Tanto el asma como la BE se caracterizan por ser enfermedades respiratorias con un 
importante infiltrado celular inflamatorio. Por ello, se estudiô el patrôn celular mediante 
citometria de flujo, tanto en el esputo inducido (El) como en la muestra de sangre periférica, para 
ver si existen diferencias entre ambas entidades con respecto a este parâmetro tanto en el foco 
inflamatorio como a nivel sistémico.
4.2.1. Anâlisis del patrôn celular en sangre periférica
El anâlisis de la celularidad en sangre periférica proporcionô los resultados que se 
muestran en la Tabla IX.
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SANGRE
PERIFÉRICA Contrôles (/?=13)
Bronquitis 
eosinofilica (/2=19) Asma (/7=15)
Eosinôfilos 
Eos. CD69^ 
Eos. HLA-DR" 
Eos. CD25^ 
Neutrôfilos 
Linfocitos 
M onocitos 
Precursores 
eosinofilicos
0,54 (0.28) 
0,03 (0,02) 
0,01 (0,005) 
0,003 (0,001) 
71,8 (3,51) 
19,88 (3,29) 
5,79 (0,52)
0,037 (0,007)
4,43 (0,79) *** 
5,95 (2,58) 
1,31 (0,43) ** 
0,104 (0,06) 
64,29 (2,25) 
24,36 (1,92) 
6,4 (0,93)
0,105 (0,069)
3,64 (0,83) *** 
6,1 (1,36) *** 
2,56 (1,06) ** 
0,017 (0,017)
62.82 (3,86)
26.83 (3,22) 
5,94 (0,44)
0,087 (0,037)
T abla IX. A nâlisis de la celularidad de sangre periférica. Los valores reflejados en la tabla representan el valor 
medio del porcentaje (error estândar de la media o SE) de los sujetos del estudio (**p<0,01 y ***/><0,001 frente a 
contrôles). El porcentaje de acdvaciôn es respecto al total de eosinôfilos, no en relaciôn a la poblaciôn general.
Tanto los pacientes asmâticos como los diagnosticados de BE presentan, a nivel sistémico, 
un aumento estadisticamente significativo de eosinôfilos con respecto a los sujetos sanos 
(p<0 ,0 0 1 ), aunque el porcentaje de dicho tipo celular es muy similar entre ambas patologias 
(Tabla IX).
Se evaluô el grado de activaciôn de los eosinôfilos a través de tres marcadores; CD69, 
HLA-DR y CD25. En los tres casos, los individuos de ambas patologias presentan un mayor 
porcentaje de activaciôn que los individuos sanos, alcanzando la significaciôn estadistica con 
dicho grupo, tanto en el caso de CD69 como en el del HLA-DR. El porcentaje de eosinôfilos 
CD69^ es muy similar entre asma y BE. Sin embargo, mientras que los pacientes asmâticos 
presentan un mayor porcentaje de HLA-DR^, son los individuos con BE los que poseen una 
marcada elevaciôn del porcentaje de eosinôfilos CD25^ (mâs de 6  y 34 veces que los pacientes 
asmâticos y los individuos sanos, respectivamente), aunque entre ambas patologias no existen 
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los marcadores de activaciôn.
En relaciôn al resto de subpoblaciones leucocitarias evaluadas, los tres grupos de estudio 
poseen porcentajes de neutrôfilos y monocitos muy similares y dentro de los rango s de 
normalidad''"’’. En el caso de la poblaciôn linfocitaria, se obser\'a un ligero incremento en los 
individuos con BE y en los pacientes asmâticos con respecto al grupo control (1,22 y 1,35 veces, 
respectivamente). Finalmente, los precursores eosinofilicos se encuentran incrementados, con 
respecto al grupo control, 2,84 y 2,35 veces en el grupo de BE y asma respectivamente, aunque 
no se Uega a alcanzar la significaciôn estadistica (Tabla IX).
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Figura 18. C uantificaciôn  de granulocitos y eosinôfilos purificados de sangre periférica. Las grâficas 
representan los valores m edics ±  SE de (A) los granulocitos (xlO^ y (B) los eosinôfilos purificados (xlO^) por mm^ 
de sangre periférica de cada uno de los grupos de estudio (***p<0,001 vs contrôles).
Ademâs de analizar el patrôn celular mediante citometria de flujo, se cuantificô el niimero 
de granulocitos y eosinôfilos purificados de sangre periférica mediante una câmara Neubauer (ver 
apartado 3.4), observândose valores muy similares de granulocitos entre los tres grupos 
(Figura 18.A). Los niveles de eosinôfilos totales se encuentran incrementados tanto en el grupo 
de BE como en el grupo de asma, siendo las diferencias estadisticamente significativas respecto al 
grupo control (/?<0,001; Figura 18.B).
Todos estos resultados demuestran que, a nivel sistémico, son los eosinôfilos y sus 
precursores los que principalmente se encuentran incrementados en los individuos con BE y 
asma, lo que pone de manifiesto la relevancia de este tipo celular en ambas patologias.
4.2.2. Anâlisis de la celularidad en el esputo inducido
De forma paralela a la evaluaciôn del componente celular en sangre periférica, se utilizô el 
sedimento celular del esputo inducido para analizar la composiciôn del infiltrado caracteristico del 
foco inflamatorio en cada uno de los grupos de estudio. Ademâs, se determinô el numéro de 
células totales en el esputo, asi como el porcentaje de viabilidad y de células escamosas. Este 
ultimo servirâ para evaluar el grado de contaminaciôn (vias altas) de la muestra.
Las muestras de esputo de los tres grupos de estudio presentaron entre dos y cinco 
millones de células (Figura 19.A), siendo los pacientes con BE los que poseian un valor medio
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mâs elevado, seguido s por los sujetos control y, finalmente, los individuos asmâticos, no 
existiendo significaciôn estadistica entre los grupos.
H  b e A SM AI I C O N T R O L E S
Figura 19. R ecuento de célu las totales (A), porcentaje de viabilidad (B) y porcentaje de célu las escam osas  
(C) en  el esputo inducido  evaluado m ediante m icroscop ia  en una câm ara N eu b au er. Las grâficas representan
la media ±  SE de los sujetos del estudio (**p<0,01 respecto a los contrôles; tp < 0 ,0 5  respecto al grupo de BE).
Todas las muestras cumplieron los criterios de aceptaciôn establecidos en relaciôn al 
porcentaje de viabilidad y contaminaciôn de vias altas. Aunque los porcentajes de viabilidad son 
muy similares entre los contrôles sanos, BE y asma (84,8%, 84,16% y 90,86%, respectivamente), 
este ultimo es el que posee un porcentaje mâs elevado, siendo estadisticamente significativo al 
compararlo con el grupo control (p<0,01) como con el grupo de BE (p<0,05) (Figura 19.B).
En relaciôn al porcentaje de células escamosas, el cual proporciona informaciôn sobre el 
grado de contaminaciôn de la muestra, el grupo control es el que posee un porcentaje mâs 
elevado aunque no existen diferencias reseriables entre los tres grupos (Figura 19.C).
En la evaluaciôn del patrôn celular del E l, se observa que los pacientes con patologia 
respiratoria presentan, en el foco inflamatorio, un importante reclutamiento eosinofilico (casi 10 
veces mâs) al compararlo con el valor observado en el grupo de individuos sanos (p<0,0001. 
Tabla X), aunque entre asma y BE no existen diferencias relevantes.
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ESPUTO
IN D U C ID O Contrôles (n=13)
Bronquitis 
eosinofilica (/7=19) Asma (n=15)
Eosinôfilos 2,23 (0,57) 22,49 (3,36) *** 15,67 (2,61) ***
Eos. CD69+ 0,72 (0,21) 2,64 (0,98) 2,3 (0,85)
Eos. HLA-DR+ 2,18 (0,5) 3,33 (0,79) 1,95 (0,59)
Eos. CD25+ 0,64 (0,24) 2,51 (0,58) * 1,03 (0,22)
Neutrôfilos 41,61 (4,88) 45,07 (4,9) 47,94 (5,84)
Linfocitos 4,84 (1,44) 2,02 (0,56) 1,32 (0,35) *
Macrôfagos 50,13 (5,39) 26,8 (4,29) ** 22,9 (5,74) **
Prec. eosinof. 0,23 (0,08) 0,67 (0,33) 1,35 (0,78)
Tabla X. A nâlisis del patron celular del EL Los valores reflejados en la tabla representan el valor medio del 
porcentaje (SB) de los sujetos del estudio (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 frente a contrôles). El porcentaje 
de activaciôn es respecto al total de eosinôfilos, no en relaciôn a la poblaciôn general.
En cuanto al anâlisis de activaciôn en este tipo celular, el grupo de BE présenta un 
porcentaje mayor en los tres marcadores evaluados, comparândolo tanto con el grupo control 
como con los individuos asmâticos. El patrôn de eosinôfilos CD69^ es similar en los grupos de 
patologia, estando elevado en relaciôn al grupo de sujetos sanos. A su vez, mientras que en los 
pacientes con BE los eosinôfilos HLA-DR^ se encuentran ligeramente incrementados respecto al 
grupo control, y en un porcentaje muy similar al obser\'ado en el grupo de pacientes asmâticos, 
estos cambios no conllevan significaciôn estadistica. Sin embargo, el aumento del porcentaje de 
eosinôfilos CD25^ en el grupo de BE es estadisticamente significativo con respecto a los 
contrôles pero no frente al grupo de asma, aunque su valor es el doble que el observado en este 
ultimo grupo (Tabla X).
Los tres grupos de estudio presentan porcentajes muy homogéneos en el caso de 
neutrôfilos dentro, todos ellos, de los valores considerados normales en las muestras de esputo de 
los individuos sanos'’"''. Sin embargo, los pacientes con asma y BE presentan un descenso tanto 
de macrôfagos (p<0,01) como de linfocitos (p<0,05 asma contrôles sanos).
Por ultimo, de forma similar a lo observado en sangre periférica, en los precursores 
eosinofilicos se observa un aumento, tanto en los individuos asmâticos como en el grupo de BE 
respecto a los contrôles, aunque no se alcanza la significaciôn estadistica (Tabla X).
En vista de los resultados obtenidos se puede conduit que, al igual que en la muestra de 
sangre periférica, en el E l el porcentaje de eosinôfilos se encuentra alterado, tanto en el grupo de
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BE como en el de asma, por lo que queda patente que dicho tipo celular participa, de alguna 
manera, en la fisiopatologia de ambas entidades.
4.3. PATRON D E PRODUCCION D E IgE
La respuesta inmunologica, ademas de tener un com ponente celular, dene un com ponente 
humoral. En este estudio se han analizado, mediante InmunoCap® (Phadia, Suecia), los niveles 
séricos de IgE total, dado que es la principal inmunoglobulina impUcada en estas patologias.
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Figura 20. N iv e le s  de IgE  total sérica. La grafica représenta los valores m edics ±  SE de la IgE  total sérica (kU /L). 
El grupo de asma es el que posee un m ayor nivel de dicha inm unoglobulina, con significacion estadi'stica al 
com pararlo con los niveles obser\'-ados en los sujetos control (*p<0,05).
Como muestra la figura 20, son los pacientes asmadcos los que presentan mayores niveles 
de IgE sérica, comparandolos tanto con los individuos sanos (p=0,0296) como con los pacientes 
de BE (aunque en este caso no existe significacion estadfsdca). A pesar de que en ambas 
patologias los valores medios superan el rango de normalidad (Valor posidvo: mayor de 
100 kU /L), es en el grupo de asma donde se alcanzan los valores mas altos. Ademas, el 
porcentaje de individuos con valores superiores a 100 kU /L  en el grupo de BE es del 31,58%, 
mientras que en el grupo de asma es del 46,67%.
La existencia de valores superiores de IgE en el grupo de asmadcos posiblemente esté 
vinculado al mayor porcentaje de atopia observado en este grupo (ver Tabla VIII).
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4.4. ANÂLISIS DE LA EXPRESIÔN GÉNICA DE DIVERSOS 
FACTORES Y CITOCINAS E N  EL ESPUTO INDUCIDO
Tanto el asma como la BE, ademas de présentât un infiltrado inflamatorio celular, se 
caracterizan por la presencia de diversas citocinas y factores pro-inflamatorios. Para déterminât si 
existe un patron especffico en cada una de las patologias de estudio, se evaluaron los niveles 
génicos de multiples citocinas caracteristicas de las respuestas T h l, Th2 asi como reguladoras en 
el esputo inducido, ya que su localizaciôn en el foco inflamatorio permitiria conocer el 
microambiente existente en la zona de lesion.
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Figura 21. Porcentaje de p acientes con  expresiôn  gén ica  en el sed im ento  del E l de citocinas Th2. La grâfica 
représenta el porcentaje de individuos, sobre el num éro total de sujetos de cada grupo, que expresan las distintas 
citocinas. Se observa una total ausencia de expresiôn de todas las citocinas Th2 en el grupo de individuos sanos. 
A demâs, la IL-4 solo es expresada en el grupo de asma.
Al evaluar las citocinas caracteristicas de la respuesta Th2 como son la IL-5, la IL-13 y la 
IL-4, no se hallo expresiôn de ninguna de eUas en el grupo de individuos sanos, lo que impUca 
una clara diferencia entre dicho grupo y los individuos con patologfa.
En cuanto a la distribuciôn de las citocinas en cada grupo, mientras que hay mayor 
numéro de pacientes asmâticos que expresan IL-5, es mas elevado el numéro de paciente con BE 
que expresan IL-13, aunque todo dentro de valores muy similares. Al anaUzar la distribuciôn de la 
IL-4, tanto el grupo control como el de pacientes con BE carecen de expresiôn de dicha citocina.
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siendo los pacientes asmadcos el unico grupo en el que se detecta expresiôn de IL-4 en el 
sedimento del esputo.
A diferencia de las citocinas Th2, el patrôn de distribuciôn de las citocinas reguladoras y 
T h l es similar en los très grupos, siendo expresadas por todos los individuos del estudio, aunque 
todas ellas en m enor canddad que las citocinas Th2.
En relaciôn a los niveles de expresiôn génica, el grupo de BE posee niveles Hgeramente 
superiores de IL-10, aunque tanto los individuos de dicha patologfa como los pacientes asmâticos 
presentan valores muy similares a los observados en el grupo control (Figura 22.A).
Con respecto al IFN-y, tanto los individuos con BE como los individuos asmâticos, 
presentan una m enor expresiôn comparado con el grupo control siendo, respectivamente, 3 y 5 
veces inferior. Dicha disminuciôn no es estadfsticamente significativa. Aunque la expresiôn 
relativa media en ambos grupos patolôgicos estâ disminuida al compararla con la de los 
individuos sanos, los pacientes con BE presentan el doble de expresiôn que el grupo de pacientes 
asmâticos (Eigura 22.A).
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F igura 22. N iv e le s  de expresiôn  g én ica  relativa de diversas citocinas en  el sed im en to  del E l .  Los grâficos 
representan la expresiôn media ±  SD de diversas citocinas relativizada trente al grupo control. A: IFN -y e IL-10, 
B :TGF-(31 y VEGF.
También se analizaron los niveles de expresiôn de ARNm de otros factores importantes en 
el proceso inflamatorio como son el TGF-(3l y el VEGF.
En relaciôn al TGF-(3l, en los grupos de individuos con patologfa se observa una 
disminuciôn al relativizar su expresiôn respecto al grupo de individuos control, siendo esta 
disminuciôn de 1,18 y 2 veces en BE y asma, respectivamente (Figura 22.B).
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Finalmente, el grupo de individuos asmâticos es el que posee los valores mâs bajos de 
V E G F a nivel génico (Figura 22.B), estando el valor del grupo de BE por encima del observado 
en el grupo control sano, aunque ninguna de estas diferencias es estadfsticamente significativa.
Los pacientes diagnosticados tanto de asma como de BE presentan niveles de expresiôn 
génica détectables por RT-PCR de citocinas Th2, siendo imposible su detecciôn en el grupo 
control, lo que corrobora el patrôn Th2 asociado a estas patologias. A su vez, en la BE se 
obtuvieron niveles superiores (en relaciôn al grupo de asma) de IL-10 y V E G F aunque sin 
significaciôn estadfstica. Todos los sujetos diagnosticados de asma o de BE presentan una 
expresiôn de IFN-y inferior a la observada en los individuos sanos.
Asf, en ambas patologias existe un patrôn similar de tipo clâsicamente Th2, existiendo 
sutiles diferencias entre ambos grupos en relaciôn a las citocinas T h l y reguladoras.
4.5. EVALUACION PROTEICA DE DIVERSAS CITOCINAS Y 
FACTORES E N  EL SOBRENADANTE DEL ESPUTO  
INDUCIDO
Dado que la respuesta inflamatoria, ademâs de en un componente celular, también se 
desarroUa en funciôn del ambiente de citocinas y factores existentes en el foco inflamatorio, se 
Uevô a cabo el anâlisis de la expresiôn proteica en el sobrenadante del esputo de diversos factores 
solubles y citocinas pro-inflamatorias como IL-8 , TNF-Ot, IL-5, IL-10, IFN -y y VEGF.
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Figura 23. N iv e le s  proteicos de IL-8 y T N F -a  en el sobrenadante del esputo . Las grâficas representan los 
valores m edios ±  SE en los diferentes grupos de pacientes del esmdio. T anto la IL -8 (A) com o el T N F -tt (B), se 
encuentran increm entados en los pacientes con patologias respiratorias en relaciôn a los individuos sanos, siendo 
estos niveles siempre mayores en los pacientes con BE que en los individuos asmâticos (*^<0,05 yj contrôles).
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Como se observa en la Figura 23.A, los niveles de IL - 8  se encuentran significativamente 
incrementados en los pacientes con BE y asma respecto a los contrôles. Aunque los niveles de 
TNF-a también se encuentran elevados en los pacientes con patologias respiratorias al 
compararlos con los de los individuos sanos, no exis ten diferencias estadfsticamente significativas 
entre contrôles, BE y asma (51,549 pg/m L , 119,9 pg /m L  y 79,606 pg/m L, respectivamente; 
Eigura 23.B).
A su vez, como se aprecia en la Figura 24.A, los niveles de IL-10 son mâs bajos en los 
pacientes asmâticos, mientras que en el grupo de BE el patrôn de expresiôn se asemeja al 
observado en los sujetos sanos.
Por otro lado, tanto los pacientes que padecen asma como los sujetos diagnosticados de 
BE, presentan unos niveles de IFN-y significativamente elevados (^<0,001) al compararlos con 
los valores obtenidos en los sujetos sanos, siendo este aumento mâs pronunciado en el grupo de 
bronquitis eosinoffHca (Figura 24.B).
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Figura 24. N iv e le s  proteicos de c itocin as en el sobrenadante del esputo . Las grâficas representan los valores
medios ±  SE en los diferentes grupos de pacientes del estudio. A: IL-10, B: lEN-y. Se observa la existencia de 
significaciôn estadfstica entre los sujetos sanos y los que conform an los grupos de patologfa (***p<0,001), C: V E G F.
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Con respecto al VEGF, aunque no existen diferencias estadfsticamente significativas, los 
niveles de este factor en los pacientes con BE y asma se encuentran, respectivamente, por encima 
y por debajo de los niveles detectados en los sujetos sanos (Figura 24.C).
Por ultimo, solo resenar que no se detectaron niveles de IL-5 en ninguno de los grupos de 
estudio (datos no mostrados).
Asf, a nivel proteico, los dos grupos de patologfa expresan niveles superiores de IL-8, 
TNF-a e IFN-y a los observados en el grupo control. En relaciôn al VEGF, se observa el mismo 
patrôn que el determinado a nivel génico (apartado 4.4). En cuanto a la citocina reguladora IL-10, 
el comportamiento de los individuos con BE se asemeja al de los sujetos sanos, mientras que los 
individuos asmâticos poseen mveles inferiores de dicha citocina, lo que podrfa implicar una 
menor capacidad de respuesta en los mecanismos protectores de estos pacientes.
4.6. EVALUACION DE LOS NIVELES DE LOS
MEDIADORES LIPIDICOS E N  EL SOBRENADANTE DEL  
ESPUTO INDUCIDO
En numerosas publicaciones y ensayos ciïnicos se ha demostrado el importante papel que 
determinados mediadores Hpfdicos juegan en el desarrollo de la patologfa asmâtica. 
Fundamentalmente, los estudios se centran en los cisteinil-leucotnenos (Cys-LTs), que poseen 
una importante acciôn broncoconstrictora, y las prostaglandinas (PGs), dentro de las cuales 
existen algunas con acciôn broncodilatadora y otras con acciôn pro-inflamatoria.
Para determinar una posible producciôn diferencial de estos mediadores lipfdicos en las 
patologias objeto de estudio se analizaron, en el sobrenadante del esputo, los niveles del LTC4 
(acciôn broncoconstrictora) y los de la PG E, (acciôn principalmente broncodilatadora) por 
enzimoinmunoensayo.
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Figura 25. N iv e le s  de los m ediadores lip id icos analizados en  el sobrenadante del E l.  E n am bas grâficas se 
representan los valores medios ±  SE. A: L T C 4 , con significaciôn estadfstica entre los sujetos control y los pacientes 
asmâticos (*p<0,05), B: P G E 2 . Se observan elevados niveles en el grupo de BE existiendo significaciôn estadfstica 
frente al grupo control y los sujetos asmâticos (tj/><0,01 vs contrôles y *p<0,05 vs asm âticos, respectivam ente).
Tras el correspondiente anâlisis de los datos, se encontrô que los pacientes con asma y BE 
tienen mayores niveles de LTC 4 que los individuos sanos. Este incremento con respecto a los 
contrôles es mayor en el grupo de asma (6,37 veces; y><0,05) que en el de BE (4,64 veces; 
Figura 25.A).
Sin embargo, al evaluar los niveles de PGEg en el sobrenadante del esputo (Figura 25.B), 
se observé un importante aumento de la concentraciôn de dicha prostaglandina en el grupo de 
BE (837,07 pg/m L) al compararlo tanto con los individuos sanos (4,01 pg/mL,/><0,01) como 
con los sujetos con asma (17,02 pg/mL,y?<0,05).
Tras la cuantificaciôn y obtenciôn de los niveles de ambos mediadores en el sobrenadante 
del esputo, se decidiô analizar el cociente LTC4/PG E2 puesto que esta relaciôn ya se planteô, en 
algùn estudio previo^^^^\ siendo un parâmetro relevante en la patogénesis y pronôstico de 
enfermedades de tipo autoinmune, caracterizadas por un importante estatus inflamatorio vascular 
como es el caso de la purpura de Henoch-Schônlein^^^^l Ademâs, un reciente artfculo de 
Fernândez-Nieto y colaboradores^'*^^^ este mismo cociente permitiô diferenciar a pacientes con 
sospecha de asma ocupacional con metacolina positiva y provocaciôn especifica positiva, de los 
sujetos con hiperreactividad bronquial (positivos para metacolina) pero provocaciôn especifica 
negativa.
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Figura 26. C ociente LTC 4 /P G E 2. La grdfica représenta los valores de la relaciôn LTC 4 /P G E 2 individualizados de 
cada uno de los pacientes del estudio asi com o el valor medio, encontrandose significaciôn estadfstica (^><0,01) entre 
ambos grupos de pacientes para el parâm etro de estudio.
Al llevar a cabo la relaciôn entre el LTC4 y la PGE^ (Figura 26), se observô que los 
pacientes asmâticos poseen valores significativamente mâs elevados para dicho cociente que los 
sujetos con BE debido a los altos niveles de LTC4 encontrados en el grupo de asma, asi como a 
los valores superiores de PG E, observados en los pacientes con BE.
Esta relaciôn entre el LTC4 Y PGE^, asi como esta prostaglandina de forma 
independiente, podrian ser biomarcadores de gran importancia y que posibilitarian diferenciar la 
BE del asma.
4.7. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE LAS 
ENZIMAS IMPLICADAS E N  LA RUTA DE BIOSINTESIS DE  
LAPGE2
Dado que la PG E 2 présenta una expresiôn diferencial en ambas patologias pudiendo 
constituir un punto clave para el discernimiento entre una enfermedad y otra, se decidiô estudiar 
a nivel génico todas las enzimas implicadas en la ru ta de biosintesis de dicha prostaglandina en 
dtstintos tipos de muestra: los eosinôfilos de sangre periférica (nivel sistémico y tipo celular 
relevante en ambas patologias de estudio), el sedimento del esputo inducido (muestra procedente 
del foco inflamatorio) y en biopsias bronquiales, ya que este ultimo tipo de muestra estâ
ôi)
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const!tuido por algunas de las principales células productoras de la las células epiteüales,
las células endoteliales y los fibroblastos.
4.7.1. Ruta enzimatica de la PGE 2  en eosinôfilos de sangre periférica
Como punto de partida, el estudio de la ruta enzimatica de la PG E 2 se reaüzô en los 
eosinôfilos de sangre periférica, ya que nos proporcionaria una visiôn a nivel sistémico y, sobre 
todo, por el importante papel que los eosinôfilos tienen en las patologias de estudio.
Las fosfolipasas, primer paso de la ruta de sintesis, presentan importantes diferencias en 
cuanto a su expresiôn. La fosfolipasa secretada, sPLAg, sôlo se expresa en un 26,67% de los 
individuos con BE, no detectândose expresiôn ni en los individuos control ni en los pacientes 
asmâticos.
En el caso de la fosfolipasa citosôlica, cPLAg, todos los pacientes analizados tienen 
ARNm especifico de dicha enzima. Si comparamos los niveles de expresiôn (Figura 27.A), los 
pacientes asmâticos presentan una mayor expresiôn que los sujetos con BE (4,5 veces mâs), 
estando también por encima de los valores observados en los sujetos sanos, aunque no implican 
significaciôn estadfstica.
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Figura 27. E xp resiôn  g én ica  relativa de las en z im as de la ruta de la PGEz en  eosin ô fîlo s de sangre  
periférica. Las grâficas expresan los valores m edios ±  SD de expresiôn respecto al grupo  control. A; cPLA^, 
B: COX-1 y C O X -2, C: 15-P G D H  y PG ES.
El siguiente paso en la ruta enzimatica, ya especifico de la sintesis de prostaglandinas, es el 
anâlisis de las ciclooxigenasas, tanto la constitutiva (COX-1) como la inducible (COX-2). Los très 
grupos de estudio presentan valores similares, estando Hgeramente disminuida la expresiôn de 
ambas enzimas en el grupo de asma.
Finalmente, respecto a la enzima de degradaciôn (15-PGDH), el grupo de BE présenta 
niveles similares a los del grupo control, y el grupo asmâtico Hgeramente inferiores (Figura 27.C). 
La PGES se encuentra disminuida tanto en asma como en BE (3,9 y 2,9 veces, respectivamente 
frente al grupo control).
Asi, observando los niveles de expresiôn de las enzimas impHcadas en el primer paso de la 
producciôn de PGEg, los eosinôfilos de sangre periférica de los individuos con BE parecen actuar 
mâs a través de la fosfoHpasa secretada que mediante la citosôHca, siendo mayor la expresiôn de 
esta illtima en los eosinôfilos de los pacientes asmâticos. E n el grupo de BE, tanto la
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ciclooxigenasa constitutiva como la inducible se encuentran mâs elevadas que en los grupos 
control y asma, estando en este ultimo disminuida la expresiôn de dichas enzimas. Sin embargo, a 
pesar de estos niveles incrementados, tanto en los eosinôfilos de los pacientes con BE como en 
los eosinôfilos de los pacientes con asma, se observan niveles bajos de la enzima de sintesis. La 
enzima de degradaciôn se encuentra disminuida en el grupo de asma, siendo su nivel de expresiôn 
en BE similar al observado en el grupo control.
Por tanto, los eosinôfilos de sangre periférica no parecen actuar como fuente primordial 
de la PGEg dado que, aunque existen variaciones entre los grupos de estudio, estas diferencias 
son leves y con niveles de expresiôn bajos. Ademâs, la muestra de estudio, al encontrarse en 
torrente circulatorio y no en el foco inflamatorio, no expHcaria esos mayores niveles de PG E 2 
encontrados en el sobrenadante del esputo del grupo con BE.
4.7.2. Ruta enzimatica de la PGE 2  en esputo inducido
Las células que constituyen el sedimento del E l forman parte del infiltrado celular del foco 
inflamatorio, el pulmôn. El estudio de la ruta enzimâtica de la PG E, en estas células nos 
proporcionaria una idea de su contribuciôn en la sintesis de los niveles de PG E, evaluados en el 
sobrenadante del esputo inducido.
A diferencia de lo observado en los eosinôfilos de sangre periférica, en la muestra de 
esputo inducido todos los grupos de estudio expresan las dos fosfolipasas evaluadas, presentando 
un patrôn de expresiôn diferente: mientras que los niveles de CPLA2 son muy similares en los très 
grupos, la fosfolipasa secretada se encuentra muy elevada tanto en BE como en asma 
(Figura 28.A), estando expresada 4,7 y 6,5 veces mâs respectivamente que los contrôles, aunque 
estas diferencias no alcanzan la significaciôn estadfstica.
Tanto COX-1 como COX-2 se expresan de forma similar en los très grupos de estudio 
(Figura 28.B), con variaciones muy Hgeras que no tienen relevancia biolôgica ni estadfstica.
En el ultimo tramo de la ruta de sfntesis, los très grupos presentan niveles prâcticamente 
idénticos de la 15-PGDH, siendo similares también en el caso de la PGES, con un ligero 
incremento sin significaciôn estadfstica en el grupo de asma (Figura 28.C).
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Figura 28. E xp resiôn  gén ica  relativa de las en z im as de la ruta de la PGEz en E l. Las grâficas expresan los 
valores m edios ±  SD de expresiôn respecto al grupo control. A; cPLAz y SPLA2 , B: COX-1 y C OX -2, C: 15-PG D H  
y PGES.
La ruta enzimâtica de sintesis de la PGEg en la muestra de E l no parece estar incrementada 
a nivel génico, ni en el grupo de BE ni en el de asma si lo comparamos con el grupo de 
individuos sanos, dado que la enzima de inicio especifica de las prostaglandinas se encuentra por 
debajo de los niveles del grupo de referenda o control y no existiendo, ademâs, ninguna variaciôn 
estadisticamente significativa en el resto de la cascada enzimâtica
4.7.3. Ruta enzim âtica de la PGE 2  en biopsias bronquiales
Finalmente, se evaluaron los niveles de las distintas enzimas de la ruta de sintesis de la 
PGEg en muestras de biopsias bronquiales. En este tipo de material solo se dispuso de un 
numéro reducido de muestras de cada grupo: dos muestras en el grupo control (sujetos con 
patologia oncogénica pero sin enfermedades respiratorias, perteneciendo la muestra al ârea de 
resecciôn sana), cuatro de individuos con BE y dos del grupo de asma.
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El anâlisis de la ruta enzimâtica en las biopsias bronquiales m ostrô un aumento importante 
de todas las enzimas, tanto en el grupo de asma como en el de individuos con BE, aunque es en 
este ultimo donde el incremento generalizado de toda la ruta es mâs relevante (Figura 29).
Las dos fosfolipasas, secretada y citosôlica, estân elevadas en BE y asma al com parât sus 
niveles con los de los contrôles: en la citosôlica 3,21 y 2,29 veces, y en la secretada, 4,47 y 2,37 
veces respectivamente (Figura 29.A).
En relaciôn a las dos ciclooxigenasas, el perfil de expresiôn varia entre las dos patologias: 
la ciclooxigenasa constitutiva (COX-1) se encuentra incrementada en los dos grupos de 
enfermedad frente a los individuos sanos (Figura 29.B). Sin embargo, al analizar la COX-2 
(ciclooxigenasa inducible), el grupo de pacientes asmâticos présenta niveles similares a los del 
grupo control, mientras que en la BE el incremento en la expresiôn supone 8,67 y 10 veces, la 
expresiôn observada en los sujetos sanos y los asmâticos respectivamente, alcanzando la 
significaciôn estadfstica con respecto al grupo de asma (p= 0,0037).
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Figura 29. E xp resiôn  g én ica  relativa de las en zim as de la ruta de la PGEz en  b iop sias bronquiales. Las
grâficas expresan los valores m edios relativos de expresiôn +  SD respecto al grupo control. A: cPLAz y sPLAa, 
B: COX-1 y C O X -2, con significaciôn estadfstica del grupo con B E frente a contrôles sanos (*p<0,05) y asma 
(tyi<0,01), C: 15-PG D H  y PG ES.
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Con respecto a las enzimas de sfntesis y degradaciôn, mostradas en la Figura 29.C, tanto en 
BE como en asma se observan niveles de expresiôn mayores que en el grupo de referenda (grupo 
contrôles sanos), siendo estos niveles superiores en el grupo de BE para ambas enzimas.
El anâlisis de la ruta enzimâtica de sfntesis de la PGE^ en las biopsias bronquiales, pese a 
tener una muestra por grupo muy pequena, révéla un incremento generalizado de toda la via 
enzimâtica, siendo este aumento mayor en el gnipo de BE, lo que podrfa explicar los niveles 
superiores de PG E 2 observados en el sobrenadante del esputo de estos pacientes (Figura 25.B, 
apartado 4.6).
4.8. EVALUACION DE LOS RECEPTORES DE LA PCE^
Como se ha mostrado en apartados previos, los niveles de PG E, asf como el ratio 
LTC4/P G E 2 constituyen dos puntos clave con respecto a la diferenciaciôn entre pacientes con 
patologfa asmâtica y BE. Ademâs la PG E 2, en funciôn del receptor a través del cual actûe, 
ejercerâ unas acciones u otras.
Los receptores EP2 y EP4 de la PG E, median importantes efectos protectores en 
diversas patologias. Por ello, se decidiô analizar la expresiôn de dichos receptores, tanto a nivel 
génico como a nivel proteico (este ultimo sôlo en eosinôfilos de sangre periférica), para ver si 
existen diferencias en relaciôn a ambos receptores entre los diferentes grupos de pacientes en très 
muestras dis tintas: los eosinôfilos de sangre periférica, el sedimento del E l y las muestras de 
biopsias bronquiales.
4.8.1. Evaluaciôn a nivel génico de los receptores de la PGEg
4.8.1.L EOSINOFILOS DE SANGRE PERIFÉRICA
Segùn Mita y colaboradores, los eosinôfilos de sangre periférica no expresan los receptores 
EPI y EP3 de la PG E 2 '^ '^L Sin embargo, puesto que existen otros grupos que sf los describen'""^', 
se decidiô analizar los niveles de expresiôn de los cuatro receptores de esta prostaglandina para, 
por un lado, confirmar la existencia o no de EPI y EP3 en este tipo celular y, por otro, ver si 
existen diferencias entre los très grupos de estudio.
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Figura 30. E xp resiôn  g én ica  relativa de lo s receptores E P 2 y E P 4 en  los eo sin ô filo s de sangre periférica.
La grâfica m uestra la expresiôn media relativa ±  SD de E P2 y E P4 en relaciôn a los niveles de expresiôn observados 
en el grupo de individuos de referencia (grupo control), existiendo significaciôn estadfstica para E P4 entre el grupo
de asma y los otros dos grupos de estudio (*p<0,05 ps contrôles, tp < 0 ,0 5  ps BE ).
Al analizar los receptores de la PGEg en los eosinôfilos de sangre periférica, se observa un 
comportam iento diferente entre los individuos de las dos patologias (Figura 30).
En el caso del receptor EP2, destaca su elevada expresiôn en los pacientes con BE, con 
niveles muy superiores a los observados en los sujetos sanos (4 veces mâs), mientras que en los 
individuos asmâticos se obtuvieron niveles de expresiôn Hgeramente inferiores a los obtenidos en 
el grupo control.
Respecto al EP4, el grupo de BE es prâcticamente idéntico al grupo control, siendo el 
grupo de asma el que présenta una expresiôn disminuida, existiendo significaciôn estadfstica tanto 
con el grupo de individuos sanos com o con el de BE (p<0,05).
N o se detectô expresiôn de E P I ni EP3 en ninguno de los très grupos.
E n resumen, el grupo de pacientes con BE posee altos niveles de EP2 en los eosinôfilos de 
sangre periférica (aunque sin significaciôn estadfstica) respecto a los otros dos grupos del estudio, 
mientras que los individuos asmâticos expresan bajos niveles tanto de EP2 como de EP4. Esos 
valores incrementados para el receptor EP2 en el grupo de BE podrfan sugerir que es mediante 
dicho receptor a través del cual actuarfa la PGE^ en este tipo celular.
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4.8.1.2. ESPUTO IN D U CID O
El sedimento del E l forma parte del infiltrado celular del foco inflamatorio, estando 
constituido por multiples tipos celulares. Dado que el estudio se reaHza con la muestra compléta, 
la expresiôn observada no podem os asociarla con ninguna poblaciôn concreta.
■a
XW
E P 2 E P 4 E P 3
I  I  C O N T R O L E S B E A SM A
Figura 31. E xp resiôn  gén ica  relativa de los receptores E P 2, E P 4 y E P3 en  el sed im en to  celular del E L  La
grafica m uestra la expresiôn media relativa ±  SD de los tres receptores en relaciôn a los niveles de expresiôn 
observados en el grupo de individuos de referencia o grupo control.
Ninguno de los tres grupos expresaron el receptor E P l, siendo la expresiôn de EP3 
prâcticamente idéntica en los tres grupos.
La expresiôn de EP2 en BE es superior a los otros dos grupos, mientras que en asma se 
detectaron niveles similares a los de los contrôles.
En relaciôn a EP4, tanto en asma como en BE, los niveles de expresiôn se encuentran 
Hgeramente disminuidos al compararlos con el grupo de referencia o control (Figura 31), aunque 
esta disminuciôn no alcanza la significaciôn estadfstica.
En la muestra de E l, al igual que en el anâHsis de la expresiôn génica en los eosinôfilos de 
sangre periférica, los pacientes con BE presentan una mayor expresiôn de EP2, lo que podrfa 
impHcar que la actuaciôn de la PGE^ en los individuos con esta patologfa es a través de este 
receptor.
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4.8.I.3. BIOPSIAS BRONQUIALES
Del mismo modo que en el estudio de la ruta enzimatica de sintesis de la PGEg, también se 
decidiô evaluar los niveles de expresiôn de los receptores de dicha prostaglandina en muestras de 
biopsias bronquiales ya que, los mismos tipos celulares que actùan como productores de la PGEg, 
pueden ser la célula diana de los efectos de dicha prostaglandina. Estos efectos dependerân del 
receptor a través del cual actue la misma.
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F igura 32. E xpresiôn  gén ica  relativa de los receptores de la P G E 2 en  las m uestras de b iopsias  
bronquiales. La grâfica m uestra la expresiôn media relativa ±  SD de los cuatro receptores en relaciôn a los 
niveles de expresiôn obtenidos en el grupo de individuos sanos (grupo de referencia).
A diferencia de los tipos de muestra evaluados anteriormente (eosinôfilos de sangre 
periférica y E l), en las biopsias bronquiales de todos los individuos del estudio se detectô 
expresiôn de los cuatro receptores de la PGEg (Figura 32).
Tanto en el caso del receptor EP2 como en el de EP4, en los pacientes con BE los niveles 
de expresiôn génica son muy superiores a los observados en el grupo control y asma (3,18 y 1,85; 
4,75 y 2,38 veces, respectivamente).
En relaciôn a E P I, los tres grupos de individuos poseen una expresiôn similar; en el caso 
de EP3, aunque los niveles génicos son también similares, el grupo de pacientes asmâticos 
présenta una expresiôn hgeramente superior (Figura 32).
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En las biopsias bronquiales, se detectô una mayor expresiôn de los receptores EP2 y EP4 
de la PGEg en el grupo de BE, mientras que es en el grupo de asma donde los receptores E P l y 
EP3 estân Hgeramente mâs expresados.
4.8.2. Expresiôn a nivel proteico de los receptores de la PGE 2
Tras los resultados obtenidos en la evaluaciôn de los receptores de la PGEg a nivel génico, 
se decidiô confîrmar dicho patrôn de expresiôn en los eosinôfilos de sangre periférica.
Esta aproximaciôn se reaHzô tanto de forma cuaHtativa, mediante el uso de microscopia 
confocal, como de forma cuantitativa, a través de la técnica de la citometria de flujo.
4.8.2.I. MICROSCOPIA CONFOCAL
La primera aproximaciôn fue la evaluaciôn cuaHtativa de los receptores EP2 y EP4 en los 
eosinôfilos de diversos pacientes del estudio. Se confirmô la presencia de ambos receptores 
mediante el uso de la microscopia confocal.
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Figura 33. E xpresiôn  de los receptores E P 2  y E P 4  en  la superficie de los eosin ôfilos de sangre periférica  
de pacien tes con  B E  y asm a. Las imâgenes de microscopia confocal m uestran la expresiôn cuaHtativa del 
receptor EP2 (A) y E P4 (B) en la m em brana de los eosinôfilos (ejemplo représentativo).
Como se muestra en la Figura 33, tanto los pacientes con BE (imagen inferior izquierda en 
ambos casos, A y B) como los pacientes con patologia asmâtica (imagen inferior derecha en la 
Figura 33.A y 33.B), presentan en su superficie marcaje especifico para los receptores EP2 y EP4
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de la PGEj, apreciândose una mayor intensidad en los eosinôfîlos de pacientes con BE que en los 
pacientes asmâticos para el receptor EP4, lo que impHca un mayor numéro de receptores en esta 
célula.
Asi, cualitativamente, ambos receptores se detectan en la superficie de los eosinôfilos en 
pacientes de ambas patologias, pareciendo existir una mayor expresiôn en BE.
4.8.2.Z CITOMETRIA DE FLUJO
La aproximaciôn cuantitativa se reaüzô mediante la técnica de la citometria de flujo y el uso 
de anticuerpos especificos para los receptores de interés marcados con fluorocromos. Se evaluô 
el porcentaje de eosinôfilos de sangre periférica, tanto de pacientes con asma como con BE, que 
expresaban estos receptores en su membrana.
Tras anaüzar diversos pacientes asmâticos (n=7) y con BE («=5), se observô que estos 
ultimos presentaban una mayor intensidad de fluorescencia, lo que impüca un mayor numéro de 
receptores en superficie.
EP2 EP4
CM
"Fcou
CD
Intensidad de fluorescencia
o  -
2  CM -
c .o
 ^ 2-.
Intensidad de fluorescencia
BE ASMA
Figura 34. H istogram as del anâlisis de los receptores E P2 y E P4 en la superficie de eosinôfilos de sangre 
periférica (ejem plo representativo).
Este incremento del porcentaje de expresiôn en los pacientes con BE respecto a los 
pacientes asmâticos es estadfsticamente significativo (p<0,0S) en el caso del receptor EP2 
(Figura 35) aunque, en los pacientes con BE, para ambos receptores se observa un 
desplazamiento hacia la derecha de la intensidad de fluorescencia (Figura 34).
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Figura 35. E valuaciôn  de la exp resiôn  de los receptores E P2 y E P 4 en eosin ôfîlos de sangre periférica  
m ediante citom etria de flujo. Los valores representados en la grâfica corresponden a la media ±  SE del porcentaje 
de expresiôn de los receptores EP2 y E P 4  en los eosinôfilos purificados de sangre periférica (*p<0,05 vs asma).
Asf, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, en los pacientes con BE se constaté un 
mayor porcentaje de eosinôfilos positivos para la expresiôn en su superficie de los receptores 
EP2 y EP4.
4.9. ACTUACION D E LA PGE^ SOBRE LA APOPTOSIS 
EOSINOFILICA
4.9.1. Efectos del sobrenadante del esputo inducido sobre la apoptosis de 
eosinôfîlos purificados de sangre periférica
Un aspecto importante en la patologfa respiratoria es la supervivencia de las células 
efectoras. Asf, mediante el uso del sobrenadante del esputo de los pacientes con BE y asma, se 
evaluô el efecto de los diversos factores présentés en el foco inflamatorio sobre la apoptosis 
eosinofflica.
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Figura 36. Porcentaje de eosin ô fîlo s cu ltivados con  sobrenadantes del esputo de p acien tes de los  
distin tos grupos de estudio. La grâfica représenta los valores medios ±  SD (*p<0,05 vs contrôles, 
t/><0,05 vs asma) de los distintos ensayos reaUzados.
Al hacer el promedio de los ensayos realizados («=10 para los sobrenadantes de esputo de 
cada grupo de estudio), se observô un im portante incremento de la apoptosis en el caso de los 
eosinôfilos incubados con los sobrenadantes de esputo de pacientes con BE (56,24%; Figura 36), 
siendo este incremento estadfsticamente significativo tanto en relaciôn con los ensayos realizados 
con el sobrenadante de pacientes con asma (36,36% de apoptosis) como con los de los individuos 
control (36,81% de apoptosis;y?<0,05 en ambos casos).
Al atiadir a los eosinôfilos los sobrenadantes del esputo de individuos diagnosticados de 
asma, el indice apoptôtico se mantuvo igual que en el caso de los eosinôfilos incubados con el 
sobrenadante de sujetos sanos.
4.9.2. Efectos de la PGE 2  sintética y agonistas sobre la apoptosis de 
eosinôfîlos purifîcados de sangre periférica
Debido a los resultados obtenidos en los ensayos de apoptosis eosinofflica con los 
sobrenadantes de esputo, se decidiô evaluar el efecto especffico de la P G E 2 sobre la apoptosis 
eosinofflica, utilizando para ello cultivos de eosinôfilos purificados de sangre periférica incubados 
con P G E 2 o agonistas sintéticos ( « = 1 0  para cada punto de estudio) y analizando los resultados 
mediante citometria de flujo.
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Figura 37. Porcentaje de ap optosis de eosin ôfilos purificados de sangre periférica de p ac ien tes del 
estu d io  in cu b ad os con  PG Ez y agon istas de los receptores E P 2  y E P 4. Los valores reflejados representan 
los valores medios ±  SE del porcentaje de apoptosis de los ensayos realizados («=10). C laram ente se observa que 
no existe ningûn tipo de efecto de la P G E 2 y sus agonistas sobre la apoptosis eosinofflica.
Como se observa en la Figura 37, los porcentajes de apoptosis que se producen con las 
distintas condiciones son muy similares, no existiendo variaciôn entre dichos porcentajes con 
respecto al control negativo (eosinôfilos cultivados sôlo con el medio de cultivo).
Aunque es évidente el importante incremento de la apoptosis eosinoffhca con los 
sobrenadantes de los pacientes con BE, este efecto no podemos afirmar que sea exclusivamente 
por la presencia de mayores niveles de PGEg en estos sobrenadantes, a tenor de los resultados 
obtenidos en los ensayos con la PG E j sintética y los agonistas de sus receptores.
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4.10. EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA PGE^ SOBRE 
LA PROLIFERACIÔN DE LAS CÉLULAS MUSCULARES 
LISAS BRONQUIALES (CMLB)
4.10.1. Inhibiciôn de la proUferaciôn de las CMLB: ensayos con los 
sobrenadantes del esputo inducido
La hiperplasia de las células musculares lisas bronquiales, asi como su hipertrofia, es una de 
las principales caracteristicas de la patologfa asmâtica. Dada su importancia y repercusiôn en la 
clfnica de esta enfermedad, y puesto que ha sido una diferencia clâsica establecida con la BE, se 
decidiô analizar los efectos del sobrenadante del esputo de los distintos pacientes (muestra 
representativa del microambiente del foco inflamatorio) sobre dicho aspecto diferencial. Para 
ello, se utihzaron sobrenadantes del esputo de diversos pacientes del estudio ( « = 6  para 
sobrenadantes de esputo de pacientes con BE, «=5 en el caso de sobrenadantes de esputo de 
pacientes asmâticos y «=5 para los sobrenadantes de esputo de individuos sanos).
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Figura 38. In h ib ic iôn  de la prohferaciôn de las CM LB en  cultivo con  los sobrenadantes de p ac ien tes. Los
valores de la grâfica reflejan los porcentajes de inhibiciôn de la proUferaciôn alcanzados en los cultivos de CMLB con 
los sobrenadantes del esputo de individuos con patologia asmâtica, B E  e individuos sanos (Media ±  SD; *p<0,05 
asma w contrôles sanos, f ^< 0 ,05  BE w asma, $y)<0,01 B E w contrôles sanos).
Los distintos sobrenadantes de esputo de los pacientes con BE ejercen un importante 
efecto inhibitorio sobre la prohferaciôn de las CMLB (Figura 38), existiendo significaciôn
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estadi'stica tanto con el grupo control (sobrenadantes de esputo de sujetos sanos) como con los 
ensayos de las CMLB cultivadas con los sobrenadantes de esputo de los pacientes asmâticos 
(^<0,01 jp<0,05 respectivamente; Figura 38).
En este caso, también existe significaciôn estadi'stica entre los ensayos con los 
sobrenadantes de esputo de pacientes asmâticos y los de los individuos control (5<0,05), aunque 
la inhibiciôn conseguida es menor que con los sobrenadantes de esputo del grupo de BE (29,99% 
con los contrôles y 48,92% con el sobrenadante de esputo de pacientes asmâticos).
Estos resultados sugieren que elevados mveles de PG E, (de forma independiente o 
potenciada por otros factores présentes en el sobrenadante del esputo) podrian estar ejerciendo 
un efecto protector en la bronquitis eosinofflica al disminuir o frenar el crecimiento anormal de 
las células musculares Usas bronquiales.
4.10.2. Inhibiciôn de la proliferaciôn de CMLB: ensayos con PGE 2  
sintética, agonistas de EP2 y EP4 y antagonistas de EPI, EP2 y EP4.
A la luz de los resultados obtenidos al anaUzar los efectos de los diversos sobrenadantes de 
esputo, se decidiô confîrmar si los efectos observados se debi'an a la actuaciôn de la PG E 2 . Para 
ello, se reaUzaron cultivos de células musculares Usas bronquiales (Bronchial Smooth Muscle 
Cells, Cambrex Bio Science, Karlskoga, Suecia) y se evaluô su porcentaje de proUferaciôn al 
incubarlas con distintas concentraciones de PG E 2 comercial, agonistas de los receptores EP2 y 
EP4 y antagonistas de los receptores E P I, EP2 y EP4.
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Figura 39. Porcentaje de in h ib iciôn  de la proliferaciôn de las célu las m uscu lares Usas bronquiales (C M LB).
Los valores reflejados representan los valores medios ±  SE del porcentaje de inhibiciôn de los ensayos realizados 
cultivando las CMLB con los distintos esti'mulos («=8; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs contro l sin esti'mulo en 
todos los casos).
Como claramente muestra la Figura 39, tanto la PGEg como los agonistas de EP2 y EP4, 
ejercen un im portante efecto inhibidor sobre la proliferaciôn de las CMLB desde la m enor dosis 
probada (10“’  ^ M). Ademâs, el efecto inhibitorio es dependiente de concentraciôn ya que, a 
medida que se incrementa la concentraciôn de los estimulos, el porcentaje de inhibiciôn de la 
proliferaciôn es mayor. D e esta forma, la PGEg, a la concentraciôn de lO'^M (1 nM) genera una 
inhibiciôn del 33%, mientras que el mismo estimulo a una concentraciôn de lO '^ M (1 |i.M) alcanza 
un 80% de inhibiciôn.
En este proceso de inhibiciôn de la proliferaciôn de las células musculares parece que 
participan ambos receptores, ya que a la concentraciôn de 10 *' M, la 11-deoxi-PGE^ (agonista de 
EP2 y EP4) présenta una inhibiciôn similar a la de la PGEg sintética, siendo mayor que la 
originada por el Butaprost, agonista exclusivo para EP2, a la misma concentraciôn (73,78% vs 
38,77, respectivamente).
Para confîrmar estos datos, se realizaron ensayos con antagonistas de los receptores E P I, 
EP2 y EP4. Asi, de forma previa a la adiciôn de la P G E 2 sintética, se ahadieron los antagonistas 
para bloquear e impedir la uniôn de la PG Ega estos receptores.
07
^Residtados
100  -
G
-O
'u
u
a
2
Os
V
"O
.2 L
W
Guuu
O
&4
Medio
PG E 2 lO^M 
+ AH6809
PGE, 10 
+ AH23848
Figura 40. Porcentaje de proliferacion de las célu las m u scu lares lisas brcnquiales (CM LB) in cu bad as con  
antagonistas de le s  receptcres E P I, E P 2  y E P4. Los valores reflejados representan les valores m edios ±  SE del 
porcentaje de proliferacion de las CMLB cultivadas con los distintos estimulos («=12; */?<0,05, f / ’<0,01, $^<0,001 
vs PG E 2 10-^1^.
Como se observa en la Figura 40, al bloquear los receptores E PI y EP2 (AH6809) y EP4 
(AE123848), se consigne una recuperaciôn parcial de la proliferacion de las CMLB, siendo mayor 
esta recuperaciôn al utilizar el antagonista exclusivo del receptor EP4, alcanzando significaciôn 
estadtstica con las dos concentraciones utilizadas (/><Q,Q1 con lO '^ M y ^ <0,001 con lO'^M). E n  el 
caso del antagonista para E PI y EP2, con ambas concentraciones aumenta el porcentaje de 
proliferacion respecto al porcentaje obtenido con la PGEg a una concentraciôn de siendo
este aumento ligeramente superior con la concentraciôn de 10"^M (p<0,05).
Estos resultados demuestran que la PGEg, a través del receptor EP2 y EP4, es capaz de 
disminuir o frenar la proliferaciôn de las CMLB, lo que repercutiria en una m enor hiperplasia 
muscular y, por tan to, en una m enor obstrucciôn al flujo aéreo.
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En la actualidad, se tiene un amplio conocimiento sobre multiples enfermedades de 
diversa mdole. En los paises industrializados o, mâs comunmente denominados, paises del 
Primer Mundo, patologias que hace un par de siglos conducian irremediablemente a la generaciôn 
de epidemias, son hoy controladas de forma sistemâtica.
El asma, enfermedad crônica del sistema respiratorio de carâcter complejo y multifactorial, 
constituye una de las patologias de mayor incidencia y prevalencia en los pafses desarroUados, 
afectando casi a un tercio de la poblaciôn.
Desde hace mâs de un siglo, han sido desarroUados numerosos trabajos para intentar 
elucidar los mecanismos biolôgicos que intervienen en esta enfermedad. Asf, cada ano sale a la luz 
un elevado numéro de publicaciones aportando nuevos datos sobre diversas caracterfsticas de 
esta patologia que podrfan contribuir al desarroUo de nuevas y eficaces terapias. Debido al mayor 
conocimiento alcanzado sobre los procesos celulares y moleculares que tienen lugar en el asma, 
a si como al perfeccionamiento de las técnicas clinicas utiUzadas en el diagnôstico, se han podido 
définir nuevas entidades patolôgicas que hace unas décadas habrian sido englobadas como 
variantes de la patologia asmâtica. Tal es el caso de la bronquitis eosinofihca (BE).
La bronquitis eosinofilica, descrita en 1989 por Gibson y colaboradores, se diferencia 
claramente del asma por no presentar hiperreactividad bronquial, con resultados de espirometria 
dentro de los tangos de normalidad*’°'. Esta ausencia de hiperreactividad de las vias aéreas es un 
elemento de diferenciaciôn clave entre ambas patologias.
Sin embargo, aunque existen datas diferencias a nivel clinico, el tratamiento es 
prâcticamente el mismo, siendo los corticosteroides inhalados (CI) los fârmacos de primera Unea 
en ambos desôrdenes respiratorios'" '.
La existencia de dos patologias con una data e importante diferencia fenotipica clinica 
(presencia o ausencia de hiperreactividad bronquial) pero que responden al mismo tratamiento, 
Uevô a iniciar este estudio (en estrecha colaboraciôn con el Servicio de Alergologia de la 
Fundaciôn Jiménez Diaz-Capio) para “desentrahar” los mecanismos moleculares y celulares 
diferenciales existentes entre asma y BE y cuâl es el origen de la presencia y ausencia de HRB en 
una patologia y otra, respectivamente. Asi, estos estudios podrian permitir establecer pautas de 
tratamiento mâs especificas.
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5.1. ELECCIÔN DEL ESPUTO INDUCIDO COMO 
MUESTRA DE ESTUDIO
Tan to el asma como la BE poseen un importante componente inflamatorio. Dicha 
inflamacion esta presente de forma muy localizada en el area pulmonar, siendo su incidencia o 
reflejo a nivel sistémico menor que el observado en patologias de otra indole. Por ello, un 
elemento de gran importancia ha sido la eleccion del esputo inducido (El) como muestra central 
del estudio, ya que nos p ermite acceder al foco inflamatorio, pudiendo evaluar de forma directa el 
microambiente del organo diana.
Las primeras aproximaciones metodologicas que surgieron para el estudio in situ de la 
inflamacion bronquial fueron el cepillado y lavado broncoalveolar (LBA), asi como las 
broncoscopias. Sin embargo, todas ellas son técnicas invasivas que requieren personal y 
equipamiento especifico no siempre de fâcil acceso. Otro inconveniente ahadido es que no en 
todos los pacientes es posible realizar este tipo de técnicas ya que, por ejemplo, la realizacion de 
broncoscopias esta restringida, bâsicamente, a pacientes con limitacion del flujo aéreo medio o 
moderado'’^ '^ ', en ningûn momento en pacientes con diagnôstico de asma severa. Ademas, 
estudios recientes han demostrado que el E l proporciona una informacion mâs fidedigna del 
progreso o estado de la enfermedad en el momento del estudio, que el anâlisis de biopsias 
bronquiales o el eN O '’
En 1992, Isabelle Pin y colaboradores* 'em plearon por primera vez y con gran éxito esta 
técnica para el estudio de la respuesta inflamatoria en asma. Estudios posteriores en pacientes con 
enfermedad pulmonar obstructiva crônica (EPOC), han conflrmado la utilidad del E l en el 
recuento celular y en el desarroUo de una mejor gestion clinica de los pacientes*'^'*, permitiendo 
alcanzar un mayor conocimiento sobre la fisiopatologia y tratamiento de esta enfermedad*'
El E l permite conocer el patron celular existente en el pulmôn, pudiendo no sôlo 
monitorizar el contaje celular y reducir asi el riesgo global de exacerbaciones*' '^ *, sino que también 
es una herramienta util para evaluar la efectividad de un tratamiento*'^"^*.
En este sentido, numerosos trabajos han focaUzado su atenciôn sobre la utiUdad del esputo 
para identificar, como eosinofiUca o neutrofiUca, la inflamaciôn présente en las vias aéreas de los 
pacientes. Esto reviste una gran importancia, ya que se ha demostrado que el numéro de 
exacerbaciones graves e ingresos hospitalarios es mâs bajo cuando el tratamiento antünflamatorio 
estâ basado en los resultados obtenidos tras el anâUsis de la celularidad del EI*""^ *. Esto se ve 
apoyado por la existencia de una importante asociaciôn entre el carâcter eosinofiUco de la 
respuesta inflamatoria y una mayor efectividad del tratamiento con los CI*’ '^. Asi, la
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monitorizaciôn del tratamiento en fundôn del componente eosinofilico optimiza las pautas a 
largo plazo, identificando y reduciendo el numéro de exacerbaciones*'^^' pudiendo ayudar, 
ademâs, a determinar la dosis minima requerida para tratar de forma adecuada el asma*'^ *^.
A la hora de adoptar una técnica con grado de estandarizaciôn para un estudio o proyecto 
(o de forma normalizada en la prâctica clinica), dicha técnica tiene que cumplir una serie de 
requisitos como es el tener una alta reproducibilidad, asi como valores de sensibilidad y 
especificidad elevados. Aunque el uso del E l comenzô a mediados de los anos 60, no ha sido 
hasta mâs de 30 anos después cuando se ha conflrmado su reproducibilidad en los estudios con 
pacientes asmâticos*''^^’''"^ ', ofreciendo ademâs la ventaja de ser un método seguro, con un muy 
bajo porcentaje de incidencias en el desarroUo de la técnica y, sobre todo, no invasivo. Esta 
caracteristica de no invasividad la convierte en una técmca de gran vaUa ya que puede ser Uevada a 
cabo, con un elevado porcentaje de éxito, incluso en individuos con diagnôstico de asma 
moderado o grave*''’"', pacientes en los que estâ desaconsejada la reaUzaciôn de broncoscopias.
Dado que a partir del E l se obtiene tanto un sedimento celular como un componente 
Uquido (sobrenadante), esta técnica permite conocer el patrôn celular del infUtrado inflamatorio, 
asi como la composiciôn del medio fluido en el que se encuentran esas células y, por tanto, las 
caracteristicas del microambiente del foco inflamatorio, siendo este dato de gran importancia ya 
que serân los elementos que conforman ese microambiente los que actuarân sobre los tipos 
celulares que constituyen las estructuras pulmonares.
Sin embargo, existen algunos condicionantes negativos referentes a la técnica de la 
inducciôn del esputo. Algunos autores consideran que el proceso de inducciôn hace que el esputo 
sea de peor caUdad que el obtenido mediante la expectoraciôn espontânea*'’"'. Ademâs, en 
ocasiones se ha constatado la existencia de pacientes que desarroUan broncoespasmo por 
inhalaciôn de saUno, asi como sensibiUdad a la metacoUna, siendo éstas algunas de las pocas 
compUcaciones que présenta esta técnica''^®'. En este sentido, el desarroUo de la inducciôn no se 
recomienda en pacientes con volûmenes pulmonares bajos o valores de FEV, “pobres”, 
reaUzândose siempre el protocolo en presencia de un médico y una enfermera o un técnico 
formado en la técnica*'"' '^.
Por tanto el E l, el cual tiene una alta reproducibiUdad (intraensayo) y cuya obtenciôn es 
fâcil, segura y râpida, ofrece un ampUo abanico de apUcaciones en la prâctica clinica, pudiendo 
considerarse un interesante instrumento para la evaluaciôn y monitorizaciôn cUnica en patologias 
respiratorias como el asma, contribuyendo al progreso del conocimiento de los mecanismos y
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patrones celulares, as! como de los marcadores moleculares existentes*''"', convirtiéndose en una 
técnica de gran valor para el anâlisis del estado inflamatorio en las patologias objeto de nuestro 
estudio; la bronquitis eosinofilica y el asma.
A las ventajas aportadas por la técnica del esputo inducido, se suma el hecho del uso de la 
citometria de flujo para el anâlisis de las poblaciones celulares, tanto en este tipo de muestra 
como en sangre periférica. La citometria de flujo permite la evaluacion simultânea de un numéro 
elevado de células, rentabilizando el tiempo empleado, asi como la cantidad de muestra necesaria. 
Ademâs, la base metodolôgica en la que se fundamenta utiliza anticuerpos marcados con 
fluorocromos, existiendo actualmente una amplia oferta de dichos anticuerpos y sus posibles 
marcadores. Este sistema de marcaje celular posee un mayor grado de sensibilidad respecto a 
otros sistemas (tinciones con colorantes vitales), permitiendo la evaluaciôn de poblaciones que se 
encuentran en un porcentaje muy bajo dentro de la totalidad de la muestra, como por ejemplo es 
el caso de los lin foci to s en el esputo*'*"'*. Ademâs, al ser una adquisiciôn automâtica, se incrementa 
la objetividad en el anâHsis posterior de las muestras.
En este sentido, Dominguez Ortega y colaboradores*'®'* ya han demostrado la utilidad del 
anâlisis del esputo inducido mediante citometria de flujo para evaluar las células inflamatorias en 
asma.
Asi, el esputo inducido (con la importante ventaja de ser una técmca no invasiva) v su 
anâlisis por citometria de flujo (metodologia râpida y de gran precision y objetividad), de forma 
conjunta, constituyen una importante herramienta en el estudio de la inflamaciôn bronquial, 
elemento caracteristico de las dos patologias de interés, asma y bronquitis eosinofilica.
5.2. IgE TOTAL: PARTE DE LA RESPUESTA HUMORAL
Un aspecto clave del trabajo fue el diagnôstico y la caracterizaciôn clinica de los pacientes. 
La provocaciôn con metacolina (prueba para determinar la existencia o no de hiperreactividad 
bronquial) ha sido la prueba o protocolo clinico empleado para poder diferenciar entre los 
pacientes asmâticos y los pacientes con BE, ya que en estos ultimo s se observa una ausencia de 
hiperreactividad bronquial.
Se realizô la historia clinica de forma exhaustiva, exploraciôn fisica, asi como pruebas 
cutâneas en prick para una bateria de neumoalérgenos, valorando la existencia o no de atopia; por 
ultimo, se evaluaron los valores séricos de IgE total, inmunoglobulina clâsicamente asociada a los 
procesos alérgicos.
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Como se observa en la Tabla VIII del apartado 4.1, el porcentaje de pacientes atôpicos 
dentro del grupo de BE es inferior al observado entre los pacientes asmâticos, lo que estâ en 
concordancia con la literatura*'®^*, aunque en nuestros grupos de estudio la proporciôn de atopia 
en el grupo de BE es superior a la existente en la poblacion general. Ademâs, los niveles de IgE 
sérica total del grupo con BE se encuentran casi dentro del rango de normaHdad 
(IgE<100 kU/L), mientras que en los asmâticos estân claramente elevados (Figura 20, 
apartado 4.3).
Todo esto sugiere que la patogenia de la BE en los pacientes de este estudio no parece 
estar esencialmente originada por mecanismos mediados por IgE.
5.3. DISENO DEL ESTUDIO
En una aproximacion general, el proposito del estudio fue caracterizar, a nivel celular y 
molecular, las dos patologias; sôlo asi, conociendo los parâmetros mâs déterminantes, se podrian 
establecer nuevas vias de actuaciôn terapéutica.
Para lograr esa caracterizaciôn se siguieron varias lineas de aproximaciôn, estableciendo 
distintos niveles de estudio;
* N ivel celular. Caracterizaciôn del patrôn celular, tanto a nivel sistémico (sangre 
periférica) como en el foco inflamatorio (esputo inducido).
* N ivel proteico y lipidico (factores solubles). Evaluaciôn de los niveles de 
citocinas, factores pro-inflamatorios y mediadores bpidicos présentes en la fase 
fluida del esputo inducido.
* N ivel génico. Determinaciôn de los niveles de expresiôn de diversas citocinas y 
factores pro-inflamatorios.
La conjunciôn de todos estos datos proporcionaria una vision global, pudiendo establecer 
las diferencias entre ambas patologias de forma mâs clara.
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5.4. CARACTERIZACIÔN DEL PATRON CELULAR 
EXISTENTE E N  ESPUTO INDUCIDO Y SANGRE 
PERIFÉRICA
La presencia de eosinofilos en esputo es uno de los parâmetros en los que se apoya el 
diagnôstico de la estando también dicha caracteristica asociada a la patologia asmâtica.
Los resultados del anâlisis de la celularidad por citometria de flujo muestran un incremento 
de eosinôfilos en ambas patologias con respecto a los individuos sanos, tanto a nivel sistémico 
(Tabla IX, apartado 4.2.1) como en el foco inflamatorio (Tabla X, apartado 4.2.2).
En sangre periférica, los niveles de eosinofiha son prâcticamente idénticos entre ambos 
grupos de pacientes; sin embargo, en la muestra de E l, los pacientes con BE presentan un 
porcentaje ligeramente mayor de eosinôfilos respecto al grupo de asma. De esta forma, el 
fenotipo celular présente en nuestros pacientes estâ en consonancia con la caracterizaciôn celular 
clâsicamente descrita en la Hteratura. Asi, en la patologia asmâtica, el infiltrado de las vias aéreas 
estâ principalmente consdtuido por Hnfocitos CD4^ de tipo Th2, mastocitos, basôfilos y 
eosinôfilos, siendo estos ùltimos las principales células efectoras y una importante caracteristica 
de la fase asmâtica tardia*’®’^ “*. De forma paralela a su actividad como células efectoras, se ha 
demostrado el relevante papel que los eosinôfilos juegan como células accesorias presentadoras 
de antigeno*’"'®'*. De los datos de la celularidad de los pacientes con BE, se concluye la clara 
imphcaciôn de los eosinôfilos en la patogenia de la BE, ya que este subtipo celular estâ 
aumentado en los pacientes del estudio con esta patologia, en consonancia con lo descrito en la 
hteratura. La presencia de eosinofiha en esputo es, ademâs, uno de los criterios diagnôsticos de 
dicha enfermedad*'*.
En la muestra de E l (Tabla X), el patrôn de activaciôn de los eosinôfilos en los pacientes 
con BE y los pacientes con asma es diferente (excepto en el caso de CD69 cuyo porcentaje es 
similar entre ambos grupos). El grado de activaciôn, de forma general, es mayor en los 
pacientes con BE, aunque représenta un porcentaje muy bajo dentro de la celularidad total.
Por otro lado, el anâhsis de la activaciôn eosinofihca en sangre periférica muestra, entre los 
individuos con BE y los diagnosticados de asma, un patrôn con hgeras modificaciones en el caso 
de HLA-DR y CD25^ estando, en este ultimo caso, 6  veces mâs elevado en BE que en el grupo 
de asma.
Aunque la activaciôn de los eosinôfilos es diferente entre las dos muestras evaluadas y los 
dos grupos de estudio, el grupo control estâ por debajo en todos los casos. Los valores de este
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grupo control se encuentran dentro de la normalidad y en consonancia con lo obtenido en otros 
estudios, en la mayoria de los cuales se analiza la activaciôn de los eosinofilos mediante 
inmunohistoquimica, marcando la forma secretada de la ECP (EG2^)*'®‘''. Al realizar la evaluacion 
de la activaciôn eosinofilica mediante citometria de flujo y su posterior anâlisis mediante un 
software, eliminamos un posible factor de error siendo esto también aplicable al res to de los tipos 
celulares evaluados por esta técnica.
Los eosinofilos expresan un amplio espectro de marcadores de activaciôn entre los que se 
encuentran CD69, CD25 (subunidad a  del receptor de la interleucina-2 o p55)*'®®' y EILA-DR. 
Mientras que CD69 estâ asociado a una respuesta râpida de activaciôn, CD25 estâ relacionado 
con una activaciôn tardia*'®"*, pudiendo esto explicar el hecho de que el CD25"^ esté mâs 
incrementado en el esputo inducido (zona diana de la inflamaciôn) que en la muestra de sangre 
periférica, ya que los eosinôfilos présentes en el pulmôn habrfan sido reclutados de forma 
posterior desde la circulaciôn sanguinea.
Los eosinôfilos purificados no expresan en su superficie CD69 aunque presentan un 
acûmulo intracelular preformado de este marcador*'®^*; sin embargo, tras ser estimulados por 
algunas citocinas, como IL-5, IL-3 o GM-CSF, la expresiôn de CD69 se induce râpidamente (se 
détecta expresiôn a la hora de incubaciôn aunque sigue incrementândose hasta 2  dfas después de 
la estimulaciôn), requiriéndose la sfntesis de proteina. Asi, se ha postulado que CD69 podria ser 
un co-receptor para la activaciôn celular, pudiendo también participât en el proceso de liberaciôn 
de mediadores asi como en la degranulaciôn*’®®*. Ademâs, se ha demostrado que esas mismas 
citocinas (IL-5, IL-3 y GM-CSF) son capaces de inducir también la expresiôn en la superficie de 
los eosinôfilos de CD25 hasta 6  dias después en un co-cultivo con fibroblastos*'®"'. En este 
estudio, tras 6  dias de co-cultivo de eosinôfilos y fibroblastos 3T3, en presencia de GM-CSF e 
IL-3 recombinantes humanas, observaron que dichas citocinas eran capaces de inducir la 
expresiôn de CD25 y CD4 en los eosinôfilos en cultivo. Ambas citocinas son producto de 
linfocitos T activados, por lo que el aumento de CD25 y CD4 en la superficie de los eosinôfilos 
también podria ocurrir in vivo, lo que permitiria a los eosinôfilos interactuar con células que 
expresan moléculas MHC de clase IL
Del mismo modo, el incremento de eosinôfilos HLA-DR^, tanto en los individuos 
asmâticos como en los pacientes con BE pero no en los sujetos sanos, habia sido demostrado 
previamente*'""’'"'*.
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Asi, el anâhsis del patrôn celular de sangre periférica como del E l, muestra un aumento del 
porcentaje de eosinôfilos en ambas patologias, siendo hgeramente superior este incremento en la 
BE, lo que confirma que esta subpoblaciôn celular juega un papel importante en la patogenia de 
estas dos enfermedades. El incremento en el porcentaje de eosinôfilos en las muestras de E l de 
los pacientes con BE podria estar influenciado por la mayor presencia de pacientes no tratados o 
de nuevo diagnôstico (pacientes “naive”) en este grupo. Existen diversos articulos que confirman 
esta teoria, encontrando un mayor porcentaje de eosinôfilos en el E l de pacientes con 
broncoconstricciôn inducida por ejercicio (BIE) sin tratar*'" '^. Este incremento de eosinôfilos en 
condiciones de “no tratamiento”, concretamente con glucocorticoides, también se ha encontrado 
en muestras de sangre periférica de pacientes con asma y rinitis*'"®*. El diferente perfil de 
activaciôn de los eosinôfilos entre los grupos de enfermos y entre los tipos de muestra 
estudiados, induce a pensar en un cambio e structural y funcional del eosinôfilo en funciôn del 
microambiente en el que se encuentre (fenômeno de compartimentahzaciôn de los eosinôfilos 
activados*'"'"*), por lo que dicho entorno ha de ser diferente en las vias aéreas de los asmâticos y en 
las de los sujetos con BE.
Por otro lado, cabe mencionar el descenso en el porcentaje de macrôfagos observado en 
los individuos de ambas patologias respecto a los individuos sanos en la muestra de EL
Una posible explicaciôn para esta disminuciôn del porcentaje de macrôfagos podrian ser 
los procesos de modificaciôn en la transcripciôn génica de factores que modulan la sintesis de 
diversas citocinas y mediadores inflamatorios y que, a su vez, actuan sobre diversos tipos 
celulares. Tanto en el asma y BE como en otras patologias respiratorias (EPOC o fibrosis 
quistica) caracterizadas por la presencia de inflamaciôn pulmonar, se requiere la expresiôn 
coordinada de multiples genes inflamatorios que codifican para diversas citocinas, quimiocinas y 
enzimas que sintetizan mediadores inflamatorios. Dichos genes estân regulados por varios 
factores de transcripciôn, como el factor nuclear (NF)-kB o  la proteina activadora-1 (AP-1). La 
principal modificaciôn que afecta a la transcripciôn génica son los procesos de acetilaciôn y 
deacetilaciôn, los cuales son controlados por las acetiltransferasas de histonas (HATs) y las 
deacetilasas de histonas (HDACs), las cuales contrarrestan el efecto de las HATs, ehminando el 
grupo acetilo de las histonas hiperacetiladas y devolviendo la histona a su estado basai, lo que 
imphca la supresiôn de la transcripciôn génica*'"’*. Los mecanismos de acetilaciôn estân 
imphcados en numerosas funciones celulares entre las que se incluyen la expresiôn de genes 
inflamatorios y la prohferaciôn celular. Asi, un mayor grado de acetilaciôn imphca un aumento de 
estos procesos*’""* lo que, en este caso, conhevaria un incremento de la prohferaciôn de
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macrôfagos. Asi, en los pacientes de nuestro estudio, estos procesos de acetilaciôn tal vez estân 
bloqueados y /o  excesivamente incrementados los procesos de deacetilaciôn.
Existen estudios sobre la eficacia de los glucocorticoides en la inhibiciôn de la actividad de 
la acetiltransferasa de histonas (HAT) y en el incremento de los mecanismos de las HDACs que 
suprimen los procesos de acetilaciôn o los revierten*'"^, afectando al reclutamiento celular entre 
otros procesos. Aunque a los pacientes del estudio se les indicé que retiraran el tratamiento antes 
de realizar las pruebas y la inducciôn del esputo (ver apartado 3.1.1), ese menor reclutamiento de 
macrôfagos en el pulmôn puede deberse a un efecto residual de los corticosteroides (per se o 
sobre la actividad de la HAT) que, tanto los individuos asmâticos como los pacientes con BE del 
estudio, hayan podido tomar en un periodo previo a la reaUzaciôn de la inducciôn del esputo, o 
un mal cumpümiento de las indicaciones, factor que se ha demostrado es uno de los principales 
problemas en el establecimiento de una buena pauta terapéutica.
En este sentido. Hart y colaboradores*'"®* encontraron un numéro similar de macrôfagos 
entre un grupo de sujetos asmâticos e individuos control durante un periodo de 3 meses con 
dosis médias de fluticasona, lo que corrobora este efecto del fârmaco sobre el porcentaje celular.
Otra posible explicaciôn séria un fallo en el proceso de reclutamiento fagocitico debido a la 
falta de tiempo para que los monocitos maduren pues, como se observa en la Tabla IX, no se 
aprecia un aumento de dicho tipo celular en sangre periférica. Ademâs, la actividad fagocitica 
puede estar siendo ejercida por células fagocfticas no profesionales como son las células 
epiteliales, las células musculares lisas o las células dendrfticas, en lugar de por los macrôfagos*'" *.
Por ultimo, en la muestra de esputo también se observa una reducciôn del porcentaje de 
los linfocitos en los individuos con patologia al compararlo con el de los individuos sanos 
(Tabla X). Al igual que en el caso anterior, el no cumpümiento de las recomendaciones dadas a 
los pacientes antes de la inducciôn del esputo podria ser la causa de esos porcentajes ünfocitarios 
bajos, ya que uno de los mecanismos a través de los cuales ejercen sus efectos los corticosteroides 
es la disminuciôn del reclutamiento de las células pro-inflamatorias como son los linfocitos.
De forma normal, el sistema P2-adrenérgico suprime la actividad de las células T mediante 
la activaciôn del sistema de la adenilato ciclasa acoplada a proteinas y la acumulaciôn de 
AMPc. En este sentido, existen trabajos en los que se corrobora la inhibiciôn ejercida por la 
ciclesonida (corticosteroide) sobre la migraciôn de las células T, disminuyendo la respuesta 
asmâtica tardfa*'""*. En este trabajo de Heijink y colaboradores se demostrô que bajas dosis de 
ciclesonida, ademâs de reducir la movilizaciôn o reclutamiento de células T, también disminuyen
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la secreciôn de citocinas tras la exposiciôn o provocaciôn con el alérgeno, pudiendo estar 
regulada esta inhibiciôn de la migraciôn celular a través de la quimiocina CCL17.
Asf, podemos concluir que ambas patologias presentan un perfil similar en relaciôn al 
infiltrado inflamatorio présente en el pulmôn, caracterizado por un importante porcentaje de 
eosinôfilos (ligeramente superior en el grupo de BE) y una disminuciôn tanto en el porcentaje de 
macrôfagos como de linfocitos con respecto al grupo control, grupo cuyo porcentaje estâ dentro 
de la normalidad*'"^'.
La ausencia de correlaciôn entre el componente celular inflamatorio y la existencia o no de 
hiperreactividad bronquial, aunque sorprendente, ya se ha observado en otras poblaciones 
asmâticas de estudio. Asf, en un trabajo realizado en el ano 2008 en un grupo de atletas con y sin 
asma inducido por ejercicio*"""*, no encontraron una correlaciôn entre el componente y el numéro 
de células inflamatorias y la presencia de hiperreactividad bronquial, habiendo sido determinado 
este hecho con anterioridad*' ’*. Ademâs, la disminuciôn de macrôfagos en pacientes con patologia 
alérgica respecto a individuos sanos, también fue obsereada en un estudio de Polosa y 
colaboradores*^"'* del aho 2 0 0 0 , entre sujetos con rinitis alérgica e individuos no alérgicos, por lo 
que esta diferencia encontrada en este estudio no es una situaciôn excepcional y unica, aunque las 
causas de dicho patrôn han de ser todavfa clarificadas.
5.5. CARACTERIZACION GENICA Y PROTEICA DE  
CITOCINAS E N  EL ESPUTO INDUCIDO
Clâsicamente, tanto el asma como la bronquitis eosinofilica se han caracterizado por la 
presencia de citocinas Th2 como la IL-4, la IL-5 y la IL-13. Estas citocinas producidas por células 
Th2 orquestan la respuesta a través del efecto que ejercen sobre otras células, como son los 
eosinôfilos, las células B y los mastocitos, o mediante la interacciôn directa con células 
estructurales de la zona de la inflamaciôn, en este caso del pulmôn. Ademâs, algunas de estas 
citocinas son capaces de colaborar de forma indirecta en procesos de reclutamiento y 
degranulaciôn celular a través de la activaciôn de moléculas de adhesiôn y la producciôn de 
quimiocinas. El incremento de estas citocinas pro-inflamatorias contribuye al mantenimiento de 
un estado inflamatorio perpetuado por el infiltrado celular*"*.
Sin embargo, una respuesta Thl (fundamentalmente representada por IFN-^) podrfa 
inhibit ciertas respuestas atribuibles a la activaciôn de células Th2. Por lo tanto, una disminuciôn 
de citocinas Th2 y /o  el aumento de citocinas Thl podrfa generar un cambio hacia una respuesta
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de tipo disminuyendo el avance del proceso inflamatorio de tipo Th2. En dicho proceso,
también se ha de tener en cuenta el papel regulador de determinadas citocinas como la IL-10.
El anâlisis génico de las citocinas Th2 en el sedimento celular del esputo (Figura 21, 
apartado 4.4.) mostrd una distribucion similar entre el grupo de BE y asma, aunque con sutiles 
diferencias: mientras que la IL-5 es expresada por el 15,39% de los pacientes con asma frente al 
9,09% del grupo de BE, es en esta ultima patologia en la que el porcentaje de pacientes que 
expresan la IL-13 es mayor.
Esta similitud con respecto a las citocinas Th2 en las patologias de estudio ya habia sido 
observada con anterioridad, tanto a nivel de expresiôn en la submucosa bronquial como en 
linfocitos T del lavado broncoalveolar*"'*, asi como en células musculares bronquiales*"""*, en este 
ultimo caso con respecto a la IL-5. Estos datos, unidos a los obtenidos en el anâlisis de la 
celularidad, senalan una disociaciôn entre la activaciôn de las células T  y las alteraciones en la 
fisiologia de las vias aéreas que caracterizan a la patologia asmâtica*""*.
Ademâs, aunque el numéro de pacientes que expresan IL-13 es mayor en BE que en asma 
(45,45% vs 30,77%), el nivel de expresiôn en los pacientes asmâticos es ligeramente superior a la 
de los pacientes con BE, dato conflrmado en un articulo de Berp^ y colaboradores*"""', los cuales 
encontraron concentraciones superiores de IL-13 en el esputo de pacientes con asma moderada 
con respecto a individuos sanos y sujetos con BE, lo que apoya la teoria del papel critico que 
dicha citocina juega en la fisiopatologia del asma. Estas diferencias entre sujetos asmâticos y con 
BE en relaciôn a los niveles de expresiôn de IL-13 han sido ratifîcadas recientemente por Siddiqui 
y colaboradores*""’* al evaluar las posibles diferencias existentes entre ambas poblaciones de 
pacientes en relaciôn a la IL-13. Observ^aron que sôlo la estimulaciôn con el suero de pacientes 
asmâticos, conducia a un incremento de la producciôn de IL-13 por parte de PBMC de sujetos 
sanos. A su vez, sôlo en los linfocitos T  y no en los eosinôfilos del grupo de asma, esta 
interleucina se encontraba significativamente elevada, a nivel intracelular, al compararla con los 
mveles observados en individuos sanos y con BE. Asi, en este trabajo vinculan la IL-13 con la 
HRB caracteristica del asma. De igual forma, tal vez los mayores niveles de expresiôn de IL-13 
que se han detectado en el anâlisis génico del E l de los pacientes con asma de nuestro estudio, 
podria estar influenciado por algûn factor présenté de forma diferencial en el foco inflamatorio 
pulmonar de los individuos asmâticos.
Si bien a nivel génico se detectô expresiôn de IL-5 en los dos grupos de individuos con 
patologia, no se detectaron niveles de dicha citocina a nivel proteico en ninguno de los très
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grupos de estudio, aunque esto no parece ser un hecho anomalo, pues existen publicaciones 
corroborando el hecho de que la IL-5 suele encontrarse en niveles por debajo de los Hmites de 
sensibilidad de los kits de ELISA*'®"*.
Al evaluar la expresiôn de la IL-4, otra citocina Th2, se observô que sôlo es expresada por 
las células del esputo de los pacientes asmâticos, no detectândose en las muestras de los pacientes 
con BE (Figura 21, apartado 4.4). Este hecho estâ en consonancia con los valores de IgE sérica 
detectado s en los pacientes del estudio, dado el importante papel que la interacciôn de IL-4 y esta 
inmunoglobulina juega en la patologia asmâtica*"""*, ya que dicha citocina induce el cambio de 
isotipo IgE, de forma que a mayores niveles de IL-4, niveles mâs elevados de IgE.
Elevados valores de IL-4 en pacientes asmâticos en comparaciôn con los encontrados en la 
BE, ya habian sido observados por Brightüng y colaboradores*"""* en grupos similares a los de 
nuestro estudio. Posiblemente, los niveles de expresiôn de esta citocina detectados en asma y BE 
esté vinculada al numéro de mastocitos (importante productor de esta citocina) présentes en la 
musculatura Usa de los pacientes, ya que los pacientes asmâticos presentan un mayor numéro de 
mastocitos infiltrando la musculatura lisa de las vias aéreas*""**.
Ademâs de las citocinas de tipo Th2 también se evaluaron otras citocinas, tanto de tipo 
T hl, como el IFN-y, como inmunomoduladoras, la IL-10 y el TG F-Pl.
A nivel génico, se observô una disminuciôn del IFN-y tanto en BE como en asma al 
compararlo con el grupo de individuos sanos (apartado 4.4, Figura 22.A); sin embargo, en el 
sobrenadante del esputo se detectaron elevados niveles de esta citocina en los dos grupos de 
patologia con respecto al grupo control (apartado 4.5, Figura 24.B). Esta discordancia entre 
ambos tipos de aproximaciôn (génica y proteica) puede ser debida al momento en el que se 
recogiô la muestra (24 horas después de la inducciôn), ya que los âcidos nucleicos suelen ser mâs 
lâbiles y su periodo de estabihdad mâs corto. Sin embargo, el producto de ese aumento génico 
permanece mâs tiempo siendo viable y funcional.
El IFN-y es una de las citocinas caracteristicas de la respuesta T h l. Sin embargo, existen 
trabajos en los que se han detectado elevados niveles de dicha citocina en individuos asmâticos*"""* 
en los que estaria favoreciendo el proceso inflamatorio; incluso, se ha demostrado su acciôn 
conjunta con la IL-4 en varios sistemas*""®*. Sin embargo, es considerado un importante regulador 
del mecanismo homeostâtico y su expresiôn haria preponderar una respuesta de tipo T hl lo que, 
en ocasiones, tendria como resultado el restablecimiento del equiübrio en patologias de clara 
respuesta Th2 como, por ejemplo, la patologia asmâtica. Ademâs, su administraciôn exôgena
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previene la eosinofilia y la hiperreactividad en las vias aéreas en conjunciôn con la sintesis de 
IL-10*"""’.
El hecho de que los valores del IFN-y en el sobrenadante del esputo de los individuos 
enfermos estén significativamente por encima de los valores de los sujetos control, especialmente 
en el grupo de BE, sugiere un intento de reversiôn del desequilibrio hacia Th2 caracteristico de 
estas patologias, aunque en el caso del asma, esos elevados niveles de IFN-y podrian estar 
ejerciendo un efecto perjudicial en conjunciôn con la IL-4, citocina que sôlo ha sido detectada en 
este grupo.
Otros factores relevantes en los procesos patolôgicos de las vias respiratorias objeto de 
nuestro estudio, son las citocinas o factores con funciôn reguladora como son la IL-10 y el 
TG F-Pl.
Mientras que a nivel génico la IL-10 présenta una expresiôn similar en los très grupos de 
estudio (Figura 22.A, apartado 4.4), en el sobrenadante del esputo se encuentra disminuida en el 
grupo de asma, mientras que los pacientes con BE poseen niveles similares a los encontrados en 
los sujetos control (Figura 24.A, apartado 4.5). Estos elevados niveles de IL-10 en los pacientes 
con BE respecto a los asmâticos son indicativos de un intenso mecanismo regulador, tal vez en 
un intento por atenuar la inflamaciôn existente de tipo Th2.
La IL-10, definida inicialmente como el factor inhibidor de la sintesis de citocinas (CSIF), 
es producida por las células T  (ThO, Thl y Th2), macrôfagos y células B. Es generada de forma 
relativamente tardia tras la activaciôn de las células T, teniendo efectos supresores sobre la 
producciôn de citocinas y quimiocinas de monocitos e inhibiendo también la prohferaciôn de las 
células T*"""*. Esta apariciôn tardfa podria constituir un intento por resolver el proceso 
inflamatorio. Todo esto sugiere que la IL-10 podria actuar como un factor inmunomodulador 
endôgeno durante las respuestas inmunes vinculadas, por lo menos en parte, a los hnfocitos T. 
Ademâs, esta citocina tiene capacidad para inducir tolerancia a alérgeno s por las células T*"'"' e 
inhibe la sintesis de IgE*""*; asi, el incremento de IL-10 en el grupo de BE respecto al de asma 
exphcaria también los valores de IgE sérica, cercanos al rango de normahdad, observados en los 
pacientes con BE (Figura 20, apartado 4.3), asi como el marcado descenso que se détecta en el 
porcentaje de hnfocitos (Tabla X).
Otra de las funciones atribuible a la IL-10 es su capacidad para abohr la producciôn de 
IL-4 e IL-5, concordando esto con la total ausencia de expresiôn de IL-4 en la BE.
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Por otro lado, la existencia de valores elevados de IL-10 a nivel proteico en BE respecto al 
grupo de asma puede deberse a la alta concentraciôn de PGEg observada en el sobrenadante del 
esputo de estos pacientes (Figura 25.B, apartado 4.6), ya que se ha demostrado que dicha 
prostaglandina es capaz de aumentar la senahzaciôn y funciôn de la IL-10*"’"*. Cheon y 
colaboradores estudiaron las interacciones entre la PG E 2 y la IL-10 a través de la rutaJak-STAT 
en células THP-1 (Ifnea celular humana de leucemia monocftica aguda), observando que la PG E 2 
incrementa la fosforilaciôn de STAT-3, inducida por IL-10, a través de un mecanismo 
dependiente de AMPc, siendo esta modulaciôn espedfica de determinadas poblaciones celulares. 
Asi, estos procesos de regulaciôn sugieren la posibiHdad de una cooperaciôn entre la PG E 2 y la 
IL-10 para promover las respuestas antiinflamatorias en diversas enfermedades con un 
importante componente inflamatorio y una elevada expresiôn de PG E 2 como es el caso de la BE.
El TGF-|3l, factor de carâcter pleiotrôpico, se evaluô a nivel génico en el sedimento del 
esputo. Mientras que los pacientes con BE presentan valores similares a los encontrados en el 
grupo control, los pacientes con asma poseen niveles ligeramente inferiores respecto a ambos 
(Figura 22.B).
La familia de los TGF-ps desarroUa importantes funciones biolôgicas interviniendo en 
procesos como la proliferaciôn, diferenciaciôn y apoptosis de diversos tipos celulares. En 
concreto, el TGF-(3l es capaz de inhibir a células T, células B, células dendriticas, eosinôfilos y 
mastocitos. Ademâs, puede modificar la funciôn estructural de las células bronquiales epiteliales, 
los fibroblastos y las células musculares bronquiales, todas ellas células productoras de TGF-(3l 
tras su activaciôn*"’"*. En este sentido, este factor actûa a través de un mecanismo de “feedback” o 
retroahmentaciôn negativa al suprimir el estado de activaciôn de las células que lo han originado.
Por otro lado, el TGF-|3l juega un importante papel en los procesos de inflamaciôn e 
hiperreactividad de las vias aéreas*"’'**, de tal forma que una expresiôn elevada de dicho factor 
conduce, a través de la modulaciôn de las células T reguladoras, a una disminuciôn de la 
hiperreactividad generada por la acciôn de las células Th2.
Pero al igual que otros factores o mediadores del sistema inmune hberados en respuesta a 
un estimulo o daho, una activaciôn persistente del TGF-(3l inducido por la cronicidad de un 
estado inflamatorio puede ejercer efectos perjudiciales, produciendo fibrosis tisular o 
remodelaciôn, la cual genera o contribuye a la obstrucciôn variable al flujo aéreo en las vias 
respiratorias.
En este sentido, a nivel génico, los niveles de TG F-^l estân disminuidos en el grupo de 
asma respecto al grupo control (Figura 22.B, apartado 4.4), siendo mâs similares a éste los niveles
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de expresiôn del grupo de BE (niveles intermedios al compararlos con asma y control), aunque 
las diferencias no son significativas.
En los pacientes con BE, los cuales no presentan hiperreactividad de las vias aéreas, los 
niveles observados de TGF-(3l son superiores a los observados en el grupo de asma, lo que 
podria ser indicativo de un proceso compensatorio para intentar inhibir la activaciôn de muchos 
tipos celulares implicados en procesos inflamatorios. Ademâs, la coexistencia de T G F -^l e IL-10 
en BE (esta ultima citocina en mayores niveles en BE que en asma) podria justificar la ausencia de 
HRB, ya que se ha demostrado que la expresiôn conjunta de ambos factores es necesaria o 
permite la supresiôn de dicho proceso. En este caso, el nivel incrementado de IL-10 es lo que 
proporciona ese carâcter protector, ya que la expresiôn aislada de T G F-^I se ha comprobado que 
no confiere esa protecciôn adquirida por la coexistencia de ambos factores*""*. Asimismo, el 
microambiente particular de cada patologia ha de tenerse en cuenta, ya que se ha demostrado que 
el contexto, y no el grado de TGF-(3l, es lo esencial para sus efectos sobre la hiperreactividad de
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No menos importante es el factor de crecimiento endoteüal vascular (VEGF). Dicho 
factor se planteô como la base de una de las hipôtesis plausibles para explicar la presencia de 
hiperreactividad bronquial en el asma y no en la BE*"®’, aunque dicha hipôtesis fue puesta en duda 
por estudios posteriores*""*.
Al evaluar dicho factor, observamos que a nivel génico los très grupos presentan valores de 
expresiôn muy similares. Sin embargo, a nivel proteico, los pacientes con BE poseen niveles 
superiores de VEGF a los observados en los sujetos control, mientras que los de los pacientes 
asmâticos son sutilmente inferiores. Clâsicamente se ha considerado que niveles incrementados 
de V EG F son una caracteristica de la patologia asmâtica asociada, a su vez, con un proceso de 
remodelaciôn de la pared bronquial*""*; sin embargo, otros trabajos documentan niveles de 
VEG F en lavado broncoalveolar de individuos asmâticos, muy similares a los encontrados en 
sujetos sanos*""', no existiendo datos claros sobre este parâmetro en otras patologias respiratorias.
Por otro lado, existen otras teorias en las que el V EG F estâ asociado con estadios menos 
severos; asi, en una fase de mayor cronicidad, el efecto ejercido por el V EG F séria suphdo por 
otros mecanismos promotores de la inflamaciôn.
Una soluciôn a la controversia sobre el papel que este factor podria ejercer en diversas 
patologias respiratorias ha sido proporcionada por Siddiqui y colaboradores*""* en un estudio 
centrado en la remodelaciôn vascular. Asi, encontraron valores similares de VEGF en esputo 
entre los pacientes con BE y los sujetos con asma moderada, asma persistente severa y asma
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refractaria. Esta similitud entre todos los grupos la explican mediante la disociaciôn entre los 
niveles de V EG F y la HRB.
Por ultimo, comentar los elevados niveles de IL - 8  y TNF-Ct observados en asma y BE 
respecto al grupo control, existiendo significaciôn estadistica en el caso de la IL-8 . Esta es una 
citocina con importantes propiedades quimioatrayentes y pro-inflamatorias. A su vez, el TNF-Ot 
favorece la adhesiôn de leucocitos a la pared vascular. Asf, ambos factores promoverian la 
migraciôn de estas células inflamatorias desde el torrente circulatorio al foco de la 
inflamaciôn*"'®’""'.
El patrôn de citocinas a nivel proteico muestra una mayor respuesta T h l e 
inmunorreguladora en los pacientes con BE, lo que podria explicar el hecho de que esta patologia 
curse con una menor severidad que la patologia asmâtica. Asi, en el grupo de BE, el 
“compartimento” donde se produce el proceso inflamatorio (pulmôn) parece mostrar una mayor 
capacidad de respuesta y actuaciôn reparadora frente al daho generado por dicha inflamaciôn. 
Los niveles superiores de citocinas Th2 y la menor presencia de citocinas Thl y reguladoras en 
los pacientes asmâticos de nuestro estudio explican asi, en parte, el mayor estatus inflamatorio 
residual existente en los pacientes de esta patologia.
De esta forma, aunque ambas enfermedades presentan un patrôn mayoritariamente de tipo 
Th2 en el perfil de citocinas, parece existir una mejor y mayor respuesta en los individuos con BE 
para intentar re ver tir el desequilibrio T h l/T h2 .
5.6. MEDIADORES LIPIDICOS: SU PAPEL EN  EL ASMA Y 
LA BRONQUITIS EOSINOFILICA
Los mediadores lipidicos juegan un papel muy importante, tanto en la patologia asmâtica 
como en la bronquitis eosinofilica.
Los leucotrienos, concretamente los ci s teinil -1 euco tri eno s (Cys-LTs), desarroUan un papel 
integral en la fisiopatologia del asma ya que son importantes reclutadores de las células 
inflamatorias, broncoconstrictores (actuan de forma directa o también indirectamente 
aumentando la reactividad de las vias aéreas a otras sustancias), secretagogos, incrementan la 
permeabiUdad vascular generando edema e intervienen de forma crucial en el proceso de 
remodelaciôn de las vias respiratonas*"*’"'.
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Las prostaglandinas también estân vinculadas a los procesos inflamatorios caracten'sticos 
de las patologias de las vias respiratorias, pudiendo ejercer tanto efectos antiinflamatorios como 
pro-inflamatorios. La PG D 2, producida mayoritariamente por mastocitos, estâ claramente 
asociada con el componente inflamatorio. Sin embargo, la PG E 2 puede ejercer tanto efectos 
broncoprotectores*^^* como broncoconstrictores*^^'"""*, en funciôn de sus células diana, de los 
receptores a través de los cuales actùe y del microambiente existente en su entorno.
Dada la importancia de dichos mediadores lipidicos, se evaluô la concentraciôn de LTC4 Y 
de PG E 2 en el sobrenadante del esputo (Figura 25, apartado 4.6), lo que proporcionô 
informaciôn acerca de los niveles de ambos mediadores en el foco inflamatorio de los pacientes 
de estudio y, por tanto, su posible contribuciôn al proceso inflamatorio existente.
Se detectaron elevados niveles de PG E 2 en el sobrenadante del E l de los pacientes con BE, 
estando muy por encima de los valores encontrados tanto en los sujetos del grupo de asma como 
en el grupo control. Ademâs, la concentraciôn del LTC4 presentaba una relaciôn inversa a la de la 
prostaglandina estudiada, es decir, los pacientes asmâticos son los que poseian mayores niveles de 
este leucotrieno. De esta forma, el balance LTC4 /P G E 2 se encontraba aumentado en la patologia 
asmâtica debido, tanto a la disminuciôn de la PGEg respecto a los niveles observados de dicha 
prostaglandina en el grupo de BE, como a los elevados niveles de LTC4 que presentaba 
(Figura 26, apartado 4.6).
El incremento del LTC4 observado en los individuos asmâticos estâ en consonancia con el 
papel pro-inflamatorio de este Cys-LT descrito ampliamente en la Hteratura. La importancia 
adquirida por los Cys-LTs y, en concreto, por el LTC4, se debe al hecho de que interviene 
promoviendo todos los aspectos que conforman la patologia asmâtica.
Con respecto al infiltrado celular, el LTC4 junto al LTD4, ejerce un importante papel como 
quimioatrayente de neutrôfilos y eosinôfilos, ademâs de influir en la producciôn, supervivencia y 
funciones efectoras de este ultimo subtipo celular, que posee un importante papel en el asma*""'*. 
En concreto, Vieira-de-Abreu y colaboradores*"""* observaron que en determinado s procesos 
alérgicos, la neoformaciôn de cuerpos lipidicos citoplasmâticos en los eosinôfilos del infiltrado 
inflamatorio estaba dirigida a la sintesis concreta de LTC4.
Por otro lado, se ha comprobado que los LTs se encuentran présentes de forma continua 
en las vias aéreas de los sujetos asmâticos, ejerciendo un importante papel en el mantenimiento 
de la broncoconstricciôn basai observada en estos individuos*^’’*.
Ademâs, existe un mecanismo de retroahmentaciôn positiva entre los Cys-LTs y las 
citocinas pro-inflamatorias existentes en el microambiente de la zona dahada. De esta forma.
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tanto los mastocitos como las células dendriticas son estimuladas por dichos leucotrienos y 
generan una serie de citocinas que, a su vez, van a poder modificar el perfil de expresiôn de los 
receptores de Cys-LTs y de otros factores derivados del entorno que se observan en un estado 
inflamatorio* '^*’'"®*.
Asimismo, los Cys-LTs ejercen importantes efectos en el proceso de remodelaciôn 
bronquial. Son capaces de reducir, de forma aguda, el diametro del lumen de las vias aéreas asi 
como de estimular crônicamente la hiperplasia muscular, manteniendo un elevado tono basal de 
la musculatura lisa. En este sentido, existe una sinergia con diversos factores de crecimiento para 
la promociôn de la proliferaciôn de los fibroblastos, favoreciendo el proceso de dano y 
fibrosis*"""*.
A su vez, al incrementar la producciôn de moco por parte de las glândulas submucosas y 
las células productoras de dicha sustancia o células “goblet”, favorecen la obstrucciôn al flujo 
aéreo. Su capacidad para disminuir la actividad de los cilios respiratorios revierte en una 
disminuciôn o fallo del proceso de aclaramiento, proceso de vital importancia para la eliminaciôn 
de células inflamatorias.
De esta forma, los Cys-LTs participan a través de diversos mecanismos en la generaciôn y 
mantenimiento del estado inflamatorio y broncoconstrictor présente en los sujetos asmâticos, 
siendo destacable su contribuciôn al proceso de modificaciôn estructural de las vias aéreas o 
proceso de remodelaciôn.
El hallazgo mâs importante en relaciôn a los anâlisis realizados en el sobrenadante del 
esputo fue los elevados niveles de PGE? detectados en los sobrenadantes del esputo de los 
pacientes con BE al compararlos, tanto con los niveles de los individuos asmâticos, como con los 
niveles de los individuos control. Su importancia se debe a que, ademâs de ser la primera vez que 
se determinan dichos mveles en estos pacientes, establece una clara diferencia en el 
microambiente del ôrgano diana entre los pacientes con asma y los individuos con BE.
La PG E 2, debido a su carâcter pleiotrôpico, ha generado un debate en torno a su capacidad 
protectora o perjudicial en las patologias respiratorias, concretamente asma y bronquitis 
eosinofilica. Valores incrementados de dicha prostaglandina en el sobrenadante del esputo de 
diversas patologias vinculadas a to s crônica, se relacionaron con un posible papel de la PGE^ en 
el aumento de la sensibilidad de estos pacientes a la capsaicina*"""*’""’*.
En otros estudios se ha observado una correlaciôn positiva entre los niveles de PG E, y el 
grado de supervivencia eosinofilica en pacientes asmâticos por lo que, en este caso, la PG Ej
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contribuiria a la actividad inflamatoria de estas células*'®'"'; ademâs, su capacidad para generar la 
contraccion de la musculatura lisa la capacita como potente broncoconstrictor*""®*.
Sin embargo, los trabajos en los que se destaca el papel protector de la PG Ej en diversos 
aspectos de las patologias respiratorias son numerosos, corroborando el papel de la PGEg 
inhalada como elemento atenuador de la broncoconstricciôn en diversas situaciones.
Gauvreau y colaboradores*” ' observaron que la administraciôn inhalada de 100 |Ig de 
PG E 2 reducia la respuesta asmâtica temprana y tardia inducida por alérgeno en 8  individuos con 
asma atôpica moderada, los cuales presentaban una atenuaciôn en la caida del FEVj asi como una 
disminuciôn de células metacromâticas (mastocitos y basôfilos) en el esputo.
En 1994, Melillo y colaboradores*"""* objetivaron una mejora en individuos asmâticos con 
broncoconstricciôn inducida por ejercicio. La administraciôn mediante inhalaciôn de PG E 2 
30 minutos antes de realizar un ejercicio o una provocaciôn con metacolina, atenuaba 
significativamente en estos individuos, tanto el grado como el tiempo de duraciôn de la 
broncoconstricciôn.
También han sido demostrados los efectos beneficiosos de la PG E, en el caso de asma 
inducida por aspirina*""®’""’*, consiguiéndose en estos pacientes una recuperaciôn del FEV,.
Incluso se ha demostrado el papel beneficioso de la PGEg en modelos animales. Asi, 
Hartney y colaboradores*"""* establecieron diversos modelos murinos modificados genéticamente 
en los que no se expresaba la enzima de degradaciôn de la PG E 2 , disminuyendo en estos animlaes 
la respuesta a metacolina.
Asi, la PG E 2 atenûa la broncoconstricciôn independientemente de la causa que la origine 
(alérgeno, ejercicio, ingesta de aspirina...).
Ademâs, esta prostaglandina es capaz de actuar sobre la respuesta inmune humoral, 
disminuyendo o aumentando los niveles de IgE*®®*, demostrando esto la diversa funcionahdad que 
puede tener la PG E, dependiendo de las caracteristicas del entorno en el que se encuentre, 
pudiendo ser los elevados niveles de PG E 2 una de las causas que hayan originado los valores mâs 
bajos de IgE en los pacientes con BE de este estudio.
Dado que la PG E 2 es el eicosanoide predominantemente producido por el epitelio de las 
vias respiratorias, es lôgico que ejerza diversas funciones en este entorno. Asi, la PGE^ es 
considerada un potente factor inhibidor de la mitogénesis, sintesis de colâgeno y quimiotaxis de 
células mesenquimales, pudiendo disminuir la inflamaciôn y la activaciôn de los fibroblastos*""*, de 
manera que ejerceria importantes funciones broncodilatadoras, antiinflamatorias y anti-fibrôticas.
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Esta capacidad del epitelio para producir PG E, esta inversamente relacionada con su habilidad 
para sintetizar Cys-LTs. Esto es lôgico ya que ambos mediadores lipidicos se originan, a través de 
la actuaciôn de distintas enzimas, a partir del mismo metabolito, el âcido araquidônico.
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Figura 41. E squem a de las rutas del âcido araquidônico prim adas en el asm a y la bronquitis eosinofilica.
Mientras que es la ru ta de la 5-lipooxigenasa la que mayoritariamente estâ activada en la patologia asmâtica, en la 
bronquitis eosinofilica habria una regulaciôn positiva de la ru ta de las ciclooxigenasas.
Partiendo de esta premisa, y a la luz de los resultados obtenidos, podemos concluir que en 
el microambiente pulmonar de los pacientes asmâticos estâ primada la via de la 5-lipooxigenasa, 
con el consiguiente incremento de la sfntesis de leucotrienos; sin embargo, es la via de la 
ciclooxigenasa la que principalmente estâ activada en el foco inflamatorio de los pacientes con 
bronquitis eosinofilica. Esta producciôn diferencial de mediadores lipidicos posiblemente se deba 
al microambiente pulmonar prédominante en cada patologia concreta, respondiendo los distintos 
componentes celulares de ese ârea, de una forma u otra, en funciôn de los estimulos a los que 
sean sometidos (Figura 41).
Este hallazgo podria explicar, en parte, las diferencias en relaciôn al fenotipo clinico 
existentes entre asma y BE, de manera que los elevados niveles de LTC 4 detectados en el grupo 
de asma podrian estar contribuyendo a la existencia de HRB, mientras que los altos niveles de
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PG E 2 en el sobrenadante de los pacientes con BE, podrian estar contribuyendo a la ausencia de 
EIRB en estos individuos.
5.7. NIVELES DE EXPRESION GENICA DE LOS 
COMPONENTES ENZIMÂTICOS DE LA RUTA DE LA 
PGE2 E N  EOSINÔFILOS DE SANGRE PERIFÉRICA, 
ESPUTO INDUCIDO Y BIOPSIAS BRONQUIALES
El conocimiento de las rutas biosintéticas de la PGEg ha aumentado de manera 
exponencial en los ùltimos 30 anos con la clonaciôn y caracterizaciôn de las enzimas especificas 
responsables de la sintesis de determinadas prostaglandinas.
La regulaciôn de diversos pasos de esas rutas enzimâticas se ha convertido en una 
importante diana terapéutica en las patologias respiratorias. Inhibidores de las ciclooxigenasas en 
general, como los fârmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), o inhibidores especificos 
de la COX-2 (celecoxib), constituyen una importante via en el intento por minimizar la 
sintomatologia y patogenia de estas enfermedades.
Tras la hberaciôn del âcido araquidônico de los fosfolipidos de membrana por la actuaciôn 
de las fosfolipasas (secretada o citosôlica), mediante las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) se 
produce el primer paso en la ru ta biosintética generândose prostaglandina H 2 (PGH 2) que, dada 
su inestabihdad, es râpidamente transformada en otras prostaglandinas mediante la actividad de 
prostaglandinas sintasas (PGS) especificas. La PG E 2 puede ser producida por très enzimas 
distintas:
* mPGES-1: prostaglandina sintasa E microsomal 1 (ô asociada a membrana).
* mPGES-2; prostaglandina sintasa E microsomal 2.
* cPGES: prostaglandina sintasa E citosôlica.
Mientras que la mPGES-2 y la cPGES se expresan de forma constitutiva y ubicua en 
condiciones basales en numerosos tejidos de mamiferos, los niveles de mPGES-1 se incrementan 
por estimulos pro-inflamatorios^^'^'.
Al evaluar los mediadores hpidicos, se obser\A que el balance LTC4 /P G E 2 se encontraba 
disminuido en el grupo de pacientes con BE con respecto a los pacientes asmâticos, debido a los 
elevados niveles de PG E 2. Por eUo, se decidiô establecer este indice como parâmetro de
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referenda, ya que se considéra que el balance de eicosanoides p ro /antiinflamatorios en las vias 
respiratorias es mâs déterminante que los niveles absolutos de los mediadores evaluados de forma 
independiente'^^'l Como consecuencia de los elevados valores observ^ados de la PGE?, se decidio 
anabzar la ruta enzimâtica de dicha prostaglandina, tanto en los eosinôfilos de sangre periférica 
(célula relevante tanto en el asma como en la BE a nivel sistémico), como en la muestra cuyo 
origen es el foco inflamatorio (esputo inducido) asi como en las biopsias bronquiales constituidas 
por algunos de los principales tipos celulares productores de PGE^.
Ni a nivel sistémico (con el estudio de los eosinôfilos de sangre periférica) ni en el caso 
del sedimento del esputo inducido, se encontraron diferencias importantes en la ruta enzimâtica 
de la PGEg.
En el primer nivel de dicha ruta, principalmente en E l, se observô un aumento de la 
fosfolipasa secretada en los grupos de patologia respecto a los individuos sanos.
Una diferencia importante entre la cPEA^ y la sPLA^ es la concentraciôn de calcio 
intracelular que necesitan para ser activadas. Mientras que la fosfohpasa citosôlica requiere 
concentraciones micromolares, la secretada necesita una concentraciôn mayor, en el rango 
mihmoiar'^^'. El aumento de expresiôn en E l de esta ultima fosfohpasa podria deberse a este 
factor, pudiendo también ser déterminante para la expresiôn de la fosfohpasa citosôhca detectada 
en los eosinôfilos a nivel sistémico (sangre periférica).
El hecho de que sôlo se detecte expresiôn de la CPLA2 en los eosinôfilos del grupo de BE 
podria deberse a este factor. Por otro lado, la expresiôn de cPLAg en ambos grupos no tiene por 
qué estar vinculada ûnicamente con la producciôn de eicosanoides, ya que como Myou y 
colaboradores'"^^' demostraron en el ano 2 0 0 1 , tanto los macrôfagos como los eosinôfilos 
requieren la presencia de fosfohpasa citosôhca para ejercer sus funciones efectoras en el pulmôn. 
Por otro lado, el mayor nivel de expresiôn de la sPLA, en los individuos asmâticos respecto a los 
pacientes con BE en las muestras de E l estaria respaldado por un trabajo de HaUstrand y 
colaboradores''^^' en el que establecen una asociaciôn entre sPLA^ y la sintesis de Cys-LTs, siendo 
el grupo de asma el que présenta una mayor concentraciôn de LTC4 en el sobrenadante del 
esputo. Aunque en este estudio también establecian una relaciôn entre cPLAg y PG E,, segün 
Vichai y colaboradores'^''' la unica prostaglandina capaz de inducir la expresiôn de la fosfohpasa 
citosôhca es la PG p 2a, lo que justificaria la ausencia de incremento de la cPLA, en el grupo de BE 
a pesar de los elevados niveles de PG E, encontrados en el sobrenadante del esputo de estos 
pacientes.
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Con respecto a las ciclooxigenasas, posiblemente ni en los eosinôfilos de sangre periférica 
ni en las muestras de E l, las diferencias encontradas impliquen un efecto biolôgico resenable.
Un elemento regulador clave de la COX-2 es la IL-10. Dado que esta interleucina es un 
potente “desactivador” de macrôfagos, podria regular la produccion de mediadores Upidicos ya 
que los macrofagos son una importante fuente de produccion de estos mediadores. Aunque la 
PG E 2 régula positivamente la sintesis de IL-10, esta citocina es capaz de regular la expresiôn de 
COX-2 (asociada a sintesis retardada*^^^^), tanto a nivel génico como proteico, por vias directas e 
indirectas'^^* '^. De forma directa, la IL-10 es capaz de regular la expresiôn de COX-2 a nivel post- 
transcripcional disminuyendo el tiempo medio de vida del ARNm de dicha enzima^^^^. Dado que 
el grupo de BE présenta niveles superiores de IL-10 (tanto de expresiôn génica como proteica), 
esto podria expücar, en parte, el hecho de que la COX-2 esté menos expresada en el grupo de BE 
que en el de asma. Sin embargo, de forma indirecta, la IL-10 podria ejercer el efecto contrario ya 
que, a través de la regulaciôn de diversas citocinas inflamatorias, podria inducir la expresiôn de 
COX-2.
Un factor de gran importancia es la estabiUdad del ARNm. Motivos ricos en secuencias 
AU (concretamente el pentâmero “AUUUA”) es tan implicados, de forma general, en la 
degradaciôn selectiva de mensajeros maduros expresados transitoriamente en el citoplasma'^'^^’. La 
presencia de este tipo de secuencia en el 3’UTR de COX-2 sugiere un alto grado de renovaciôn 
del ARNm que codifica para esta enzima'^^ '^L Esta caracterfsüca de la COX-2 hace que su vida 
media sea corta y, por lo tanto, sea mas dificil su detecciôn en los momentos de expresiôn o 
activaciôn.
Todo eUo (tipo celular, factores reguladores, control génico...) podria expücar la 
inexistencia de diferencias entre los grupos.
A su vez, en relaciôn a las enzimas de sintesis y degradaciôn, no existen diferencias en las 
muestras de E l aunque, en el caso de los eosinôfilos circulantes, si se detectô una disminuciôn en 
los individuos de ambas patologias en la enzima de sintesis al comparât dicha expresiôn con la 
observada en los individuos sanos. Esto probablemente se deba al hecho de que este tipo celular, 
dado su carâcter pro-inflamatorio, présente una mayor actividad de la ruta de la üpooxigenasa 
para la sintesis de leucotrienos.
Asi, en el caso de los eosinôfilos procedentes de sangre periférica, no existe una 
regulaciôn positiva de las enzimas de la ruta enzimâtica de sintesis de la PGE^, tal vez debido a 
que es la ruta de la 5-lipooxigenasa (5-LO) la prédominante en este tipo celular, ya que el LTC4 es 
un importante leucotrieno producido por los eosinôfilos. Ademâs, dado que en este caso
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concreto estos eosinôfilos se localizan en sangre periférica, posiblemente no contribuyan al nivel 
de PG E 2 detectado en el sobrenadante del E l cuyo origen es el pulmôn.
Ademâs, en vista de los resultados obtenidos en el analisis de la ruta enzimâtica de sintesis 
de la PGEg en el sedimento celular del E l, las células que lo conforman no parece que 
contribuyan de forma mayoritaria a la producciôn final de esta prostaglandina observada en el 
sobrenadante del esputo inducido, en concreto, en BE. El esputo estâ constituido por diversos 
tipos celulares entre los que se encuentran los macrôfagos. En el caso de los grupos con 
patologia, el porcentaje de esta poblaciôn celular se encontraba disminuido en relaciôn a los 
sujetos sanos (Tabla X, apartado 4.2.2). Puesto que los macrôfagos son una importante fuente de 
sintesis de PGEg, su menor presencia podria explicar, en parte, la ausencia de regulaciôn positiva 
de la ruta de sintesis de la PG E, en la muestra de El, por lo que la sintesis de dicha 
prostaglandina posiblemente tenga su origen en estirpes celulares diferentes de las que conforman 
el sedimento del esputo inducido.
Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos en los dos tipos de muestra 
anteriores, el anâlisis génico de las biopsias bronquiales mostrô una clara regulaciôn positiva de la 
de la ruta enzimâtica de sintesis de la PGE? en las muestras de los pacientes con BE (Figura 29, 
apartado 4.7.3). El hecho de que esté incrementada esta ruta en este tipo de muestra sigue un 
patrôn lôgico puesto que los principales tipos celulares productores de esta prostaglandina 
forman parte de las biopsias bronquiales: las células epiteliales, las células endoteliales y los 
fibroblastos.
En el primer nivel de la ruta, los niveles de expresiôn de ambas fosfolipasas, tanto en el 
caso de la BE como en el de asma, son superiores a los observados en los sujetos control, siendo 
mayor dicha expresiôn en BE (3,21 y 4,47 veces mâs) que en asma (2,29 y 2,37 veces mâs, 
respectivamente; Figura 29.A, apartado 4.7.3).
La CPLA2 muestra preferencia por el âcido araquidônico frente a otros âcidos grasos' '^^"', 
siendo activada por concentraciones submicromolares de Ca^ y por un proceso de fosforilaciôn. 
Asi, parece tener como funciôn primaria (aunque no exclusiva) la liberaciôn de âcido 
araquidônico para la producciôn de eicosanoides, lo que la convierte en un componente integral
en la generaciôn de PGEg'^ "^ '^. Por ello, los elevados niveles de expresiôn génica de la cPLA
encontrados en las biopsias bronquiales, explicarian que las estirpes celulares que constituyen este 
tipo de muestra fueran las principales responsables del incrementado nivel de PG E, encontrado 
en los sobrenadante de los pacientes con BE.
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Posiblemente, el hecho de que ambas fosfolipasas estén elevadas en el grupo de BE se 
deba a la interaccion o retroalimentaciôn que puede existir entre ambas enzimas, no estando 
vinculados sus niveles, de forma exclusiva, a la produccion de eicosanoides en el pulmôn sôlo en 
estados fisiopatolôgicos, sino también en estados de normalidad. Esto fue demostrado por Samet 
y colaboradores^^"^ '^ los cuales constataron la existencia basai de SPLA2 en las vias aéreas de sujetos 
sanos. Asi, esta fosfolipasa puede actuar por vias diferentes en la sintesis de eicosanoides: bien 
por acciôn enzimâtica directa sobre los fosfolipidos de membrana o a través de la sehalizaciôn del 
receptor, lo que conlleva la activaciôn de la fosfolipasa citosôlica^ '^^ '^. Ademâs, esta enzima 
secretada también interviene en la regulaciôn de la activaciôn de la cPLAg mediante la 
estimulaciôn de la ruta de las proteinas kinasas activadas por mitôgeno (MAPKs), las cuales 
activan a la CPLA2 a través de un proceso de fosforilaciôn^ '^ '^ '^. Otra de sus caracteristicas es que es 
capaz de inducir una liberaciôn importante de âcido araquidônico en casos de deficiencia de la 
CPLA2 , siendo esto de gran importancia en algunos estados patolôgicos en los que no existe 
activaciôn de dicha enzima.
Todo esto explicaria el paralelismo existente en la expresiôn de ambas enzimas en el grupo
de BE.
En el caso de las ciclooxigenasas, la COX-1 présenta valores elevados de expresiôn en las 
dos patologias de e studio respecto al grupo de referenda, siendo mayor el incremento en el caso 
del grupo de bronquitis eosinofilica. Este aumento de la ciclooxigenasa constitutiva es Uamativo, 
aunque se ha observado que puede existir el acoplamiento entre PGES y COX-1 (la mPGES-1 se 
acopla preferencialmente a COX-2) cuando el âcido araquidônico es proporcionado de forma 
abundante, normalmente por una activaciôn “explosiva” de la cPLAg^^ l^
Sin embargo, el patrôn de expresiôn en el caso de la ciclooxigenasa inducible es diferente: 
mientras que en el grupo de asma los niveles son similares a los observados en los sujetos sanos, 
los pacientes con BE presentan una expresiôn muy incrementada respecto al grupo control 
(8,67 veces mâs) asi como al grupo de asma (10,05 veces mâs;/)<0,01).
COX-2 es la isoforma mayoritariamente implicada en la producciôn endôgena de 
PGEg'^^l Aunque existe un numéro limitado de trabajos centrados en el estudio del efecto que 
tienen las prostaglandinas sobre la COX-2, dichos efectos parecen depender tanto del tipo celular 
como de la concentraciôn a la que se encuentre el metabolito existiendo, en ocasiones, resultados 
contradictorios.
Asi, Vichai y colaboradores^^^^' observaron que, a al tas concentraciones, la PG Ej es capaz 
de incrementar los niveles de expresiôn de la COX-2 en fibroblastos pulmonares de ratôn, 
mientras que en ese mismo tipo celular una concentraciôn pequeha de dicha prostaglandina ejerce
o
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una regulaciôn negativa. Sin embargo, Faour y colaboradores'^'^^’ observaron que, en gran parte, es 
el propio producto de la COX-2, la PGEo, la responsable de la activaciôn de la cascada de 
MAPKs, las cuales estabilizan el ARNm e incrementan la sintesis de COX-2. Asi, dicho grupo 
observô que la PGEg mitiga el descenso del ARNm de COX-2 asi como la inhibiciôn de la 
transcripciôn de la proteina, proceso principalmente mediado por la regiôn 3’UTR de COX-2. 
Ademâs, el proceso de estabilizaciôn se lleva a cabo mediante una retroalimentaciôn positiva a 
través de la regulaciôn de la p38 MAPK dependiente de PG E 2 mediante el receptor EP4. Asi, en 
el caso de la ruta enzimâtica en las biopsias bronquiales, la PG Ej podria ejercer una 
retroalimentaciôn positiva de la ruta mediante la estabilizaciôn del ARNm y la potenciaciôn de la 
transcripciôn de la COX-2.
Por otro lado, el ligero incremento de la PGES en el esputo de los pacientes asmâticos 
puede explicarse mediante el efecto inductor que los estimulos pro-inflamatorios ejercen sobre 
esta enzima. De esta forma, el ambiente de inflamaciôn mâs activo existente en los pacientes 
asmâticos debido al proceso de remodelaciôn, niveles de citocinas Th2, etc'’'^ **', se convierte en un 
estimulo capaz de activât a esta enzima. Sin embargo, las vias de la ciclooxigenasa y la 
üpooxigenasa son excluyentes ya que ambas enzimas tienen un sustrato comtin, el âcido 
araquidônico. En el caso de los pacientes asmâticos, el âcido araquidônico posiblemente se estâ 
metaboüzando de forma mayoritaria por la ruta de la 5-üpooxigenasa para la producciôn de 
diversos Cys-LTs, como demuestran los resultados del ratio LTC4 /P G E 2 (apartado 4.6). Asi, el 
balance entre la enzima productora de PG E 2 y la de sintesis del LTC4 parece incünarse hacia el 
lado de la producciôn de los leucotrienos en el grupo de asma.
Por ultimo, tanto en asma como en BE, la 15-PGDH se encuentra muy elevada, quizâs 
para intentât equiübrar la sintesis de PGEg en el caso del grupo de BE. Ademâs, dado que la 
15-PGDH también régula la degradaciôn de otras prostaglandinas, esos niveles no sôlo estarian 
vinculados a la degradaciôn de la PGEj. A su vez, la PGES se encuentra aumentada 3,33 y 
1,76 veces en BE y asma respectivamente, respecto al grupo de sujetos sanos (Figura 29.C, 
apartado 4.7.3), confirmando que es el tândem COX-2/mPGES-1 el que principalmente actua en 
la sintesis de la PG E, en los sujetos con BE.
De esta forma, la ruta de sintesis de la PG E, se encuentra regulada positivamente en las 
muestras de biopsias bronquiales de los pacientes con BE respecto al grupo de asma, siendo las 
células epiteüales, las células endoteüales y tal vez los fibroblastos, elementos a tener en cuenta
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para la regulaciôn de la inflamaciôn ya que parecen ser los principales productores de la PG Ej, 
prostaglandina con un importante papel antiinflamatorio.
Dada la multitud de factores implicados en la sintesis de prostaglandinas y la senalizaciôn 
de la ruta (fosfolipasas, ciclooxigenasas, receptores y sintasas), es bastante probable que la 
regulaciôn de dicha producciôn sea un proceso de gran complejidad y diversificaciôn entre los 
diferentes tipos celulares. Puesto que la ruta enzimâtica del metabolito de estudio présenta 
multiples estadios de regulaciôn, una posibilidad es que no siempre los niveles del metabolito 
final, en este caso la PGE^, sean el factor prioritario en la regulaciôn de las enzimas de sintesis 
terminales, aunque pueda ejercer, en menor o mayor grado, cierta influencia.
Asi, en el intento por comprender la regulaciôn de esta ruta, han de tenerse en cuenta no 
sôlo los factores que influyen en el metabolito final, sino también todos aquellos estimulos que 
afectan a los pasos intermedios, por lo que el estudio de los mecanismos de regulaciôn de los 
distintos estadios de la ruta de sintesis séria uno de los futuros abordajes.
5.8. ESTUDIO DE LOS RECEPTORES DE LA PGE^: 
PATRÔN DE EXPRESIÔN E N  EOSINÔFILOS 
CIRCULANTES, ESPUTO INDUCIDO Y BIOPSIAS 
BRONQUIALES
Los receptores de la PGEg juegan un papel primordial en la actividad de esta 
prostaglandina en multiples patologias, siendo el tejido diana especifico un componente 
fundamental en los diversos procesos que media dicho prostanoide.
Debido al importante papel que los receptores desempehan en la funcionalidad de la 
P G E 2, se decidiô evaluar sus niveles de expresiôn en las distintas muestras de estudio: eosinôfilos 
de sangre periférica, sedimento de esputo inducido y muestras de biopsias bronquiales.
A nivel génico, se estudiô la expresiôn de los cuatro receptores de la PGE,. En 
eosinôfilos de sangre periférica no se detectô expresiôn génica de EPI y EP3 en ninguno de los 
très grupos de estudio. Por el contrario, al evaluar los receptores EP2 y EP4, el grupo de BE 
présenta niveles muy superiores de EP2, tanto en relaciôn al grupo control como al grupo de 
pacientes asmâticos (4,03 y 7,78 veces mâs respectivamente, Figura 30 apartado 4.8.1.1). Sin 
embargo, en el caso de EP4, mientras en el grupo de BE los niveles son similares a los
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obsen^ados en el grupo control, los pacientes con asma presentan una disminuciôn de dicho 
receptor, siendo este descenso de mas de 10 veces con respecto a los otros dos grupos (p<0,05).
Mita y colaboradores'^'’^ ', en el aho 2002, caracterizaron los subtipos de receptores 
présentes en la superficie de los eosinôfilos de sangre periférica de humanos. En su estudio, dicha 
subpoblaciôn celular expresa los receptores EP2 y EP4 pero no detectaron expresiôn de EPI y 
EP3, por lo que estos datos es tan en consonancia con nuestros resultados (apartado 4.8.1).
A nivel proteico, y mediante el uso de la microscopia confocal se verified que, tanto los 
eosinôfilos circulantes de los pacientes asmâticos como los de los sujetos con BE del estudio, 
expresaban en su superficie los receptores EP2 y EP4 de la PGE? (Figura 33, apartado 4.8.2.1). 
Esta evaluaciôn cuaütativa se confirmô con la cuantificaciôn de la expresiôn de dichos receptores 
mediante citometria de flujo. Tanto para el receptor EP2 como para el EP4, se observô una 
mayor expresiôn en los eosinôfilos de los individuos del grupo de BE que en los de asma (Figura 
35, apartado 4.8.2.2). Dentro de BE, es el receptor EP2 el que présenta un porcentaje ligeramente 
mayor de expresiôn en comparaciôn con el EP4 (83,04% vs 71,33%); sin embargo, en el caso del 
grupo de pacientes asmâticos, es mayor la expresiôn de EP4 que la de EP2 (55,66% vs 41,38%, 
respectivamente) en eosinôfilos de sangre periférica.
Por tanto, en los eosinôfilos de sangre periférica de los pacientes con BE existe una 
confirmaciôn entre los datos obtenidos mediante citometria de flujo y los haUados a nivel génico 
a través de la PCR Cuantitativa a Tiempo Real, mostrando una regulaciôn positiva de la expresiôn 
de los receptores EP2 y EP4 en estos pacientes. Esto repercutiria en una mayor actividad de la 
PG E, en los individuos de esta patologia, pudiendo amplificar sus efectos beneficiosos 
antiinflamatorios ya que, a la actuaciôn de la PGE^ a través de estos receptores, se le atribuyen 
propiedades supresoras de la inflamaciôn mediante la inhibiciôn de citocinas y factores pro- 
inflamatorios como el TNF-OC, o incrementando los niveles de citocinas antiinflamatorias o 
reguladoras como la Shinomiya y colaboradores, en un estudio del aho 2001 evaluaron,
en modelos murinos '''knock-out' para los receptores EP2 y EP4, los efectos de la PGE^ y diversos 
agonistas de los receptores mencionados sobre la producciôn de TNF-Ot e IL-10 inducida por 
zimosân (carbohidrato insoluble procedente del Saccharomyces cerevisiae con capacidad para activar 
al complemento por la via alternativa). Asi, observaron que en los cultivos de macrôfagos 
peritoneales con zimosân en los que se habia detectado un incremento tanto de TNF-(X como de 
IL-10, el cultivo posterior con PGEg y los agonistas de EP2 y EP4, producia una disminuciôn del 
TNF-OC y un incremento de la IL-10, siendo en ambos casos dependientes de concentraciôn.
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Ademâs, a tenor de los resultados obtenidos, postularon que el receptor EP2 podria estar 
ejerciendo efectos mâs pronunciados que los conseguidos al actuar la PGEj solo a través del EP4. 
Asi, la PGEg es capaz de regular la sintesis de citocinas inflamatorias y reguladoras a nivel del 
ARNm. Este mecanismo regulador lo ejercerian a través de un aumento del AMPc puesto que no 
observaron efecto alguno con agonistas de los receptores E P l y EP3.
Por otro lado, Ying y colaboradores*'^^* caracterizaron la expresiôn de los receptores de la 
PG E 2 en las diversas estirpes celulares presences en el esputo. A diferencia de lo encontrado por 
Haruhisa Mita*’*'^ ', Ying observô que los eosinôfilos presences en el esputo si expresaban los 
cuatro receptores, aunque esta expresiôn era muy baja en los eosinôfilos de los sujetos sanos, 
siendo superior en la muestra de pacientes asmâticos. Ademâs, tanto los neutrôfilos como el resto 
de tipos celulares estudiados (linfocitos, células epiteliales y células escamosas) contribuian al 
porcentaje de expresiôn global de los cuatro receptores en los pacientes asmâticos. Como dato 
relevante, destacaron la importante expresiôn de EP4 en la superficie de los macrôfagos de la 
muestra de estudio.
En el presence trabajo no se ha realizado una evaluaciôn individualizada de los receptores 
EP2 y EP4 en cada uno de los tipos celulares que constituyen el sedimento celular del esputo. Sin 
embargo, el perfil general de expresiôn observado en este tipo de muestra es homôlogo al 
encontrado en los eosinôfilos de sangre periférica, presentando el grupo de pacientes con BE 
mayor expresiôn, tanto de EP2 como de EP4, en comparaciôn con los niveles génicos 
observados en el sedimento celular del esputo de pacientes con patologia asmâtica (2 , 0 2  y 
1,36 veces mâs, respectivamente; Figura 31, apartado 4.8 .1.2).
Aunque los pacientes con BE expresan mayores niveles del receptor EP4 que los 
individuos asmâticos, ambos grupos se encuentran por debajo de los individuos control en la 
muestra de esputo inducido. Basândonos en el trabajo de Ying y colaboradores*’*'®* previamente 
mencionado, en el que destacaba la elevada expresiôn de EP4 en los macrôfagos del esputo 
inducido, la disminuciôn en la expresiôn de dicho receptor en nuestros grupos con patologia, 
podria ser consecuencia del bajo porcentaje de macrôfagos observado, respecto al grupo de 
individuos sano o grupo de referencia, al analizar la celularidad del E l mediante citometria de 
flujo en los pacientes de ambas patologias.
Sin embargo, al evaluar en este tipo de muestra los receptores EPI y EP3, si encontramos 
expresiôn del receptor EP3, aunque dicha expresiôn es prâcticamente la misma en los très grupos 
de estudio, por lo que los efectos ejercidos por la PG E 2 a través de este receptor concreto no 
influirian en las caracteristicas diferenciales existentes entre ambas patologias. Esto implica que la 
fuente de EP3 en la muestra de esputo no son los eosinôfilos, ya que al haber un mayor
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porcentaje de este tipo celular en los grupos con patologia, esta expresiôn del receptor EP3 
deberia ser diferente a la encontrada en los individuos control.
Aunque en las muestras anteriormente mencionadas ya se observa claramente un 
incremento generalizado de los receptores pares de la PGEg en el grupo de BE respecto a los 
pacientes asmâticos, es en las biopsias bronquiales donde este aumento se aprecia con mayor 
claridad.
En estas muestras, los receptores EPl y EP3 se expresan de forma similar en los tres 
grupos de estudio, aunque los niveles de expresiôn son ligeramente superiores en el grupo de 
asma. Estos datos refuerzan la hipôtesis que plantea que los efectos pro-inflamatorios de la PGEg 
son ejercidos a través de EPI y EP3, principalmente a través de este ultimo''’'’’'’*'*.
Sin embargo, es en los receptores EP2 y EP4 donde se observan claras diferencias. En 
estos receptores, el grupo de BE présenta una elevada expresiôn frente a los otros dos grupos de 
estudio. Asi, en el caso de EP2, los pacientes con BE presentan niveles 3,18 y 1,85 veces mâs que 
los sujetos control y el grupo de asma. En relaciôn al EP4, las diferencias son mayores (4,75 y 
2,38 veces mâs, respectivamente) aunque, probablemente debido al pequeno tamano muestral, no 
se alcanza la signiflcaciôn estadistica (Figura 32, apartado 4.8.1.3).
El papel protector de los receptores pares ha sido puesto de maniflesto en un reciente 
estudio de un grupo investigador espanol. Herrerias y colaboradores'^" *, en un modelo murino de 
asma por âcaros, confirmô el papel protector de la PG E 2 posiblemente a través de dichos 
receptores, concretamente mediante EP2. Tras la administraciôn de PGEg y Sulprostôn (agonista 
de EP3 y parcialmente de EPI) a ratones asmâticos observaron, pero sôlo en el caso del 
tratamiento con PG E 2 , una disminuciôn de citocinas de tipo Th2, una reducciôn de la eosinofilia 
y una pérdida o restricciôn de la actividad de los mastocitos del parénquima pulmonar. Esta 
ausencia de funcionalidad del Sulprostôn con respecto a estos parâmetros, sugiere que es el 
receptor EP2 a través del cual la PG E 2 ejerce estos efectos protectores y antiinflamatorios.
Todos estos datos sugieren que los elevados niveles de PG E, detectados en el 
sobrenadante de los pacientes con BE en conjunciôn con los mayores niveles de expresiôn de los 
receptores EP2 y EP4 en las muestras evaluadas de estos pacientes (sobre todo los observados en 
las biopsias bronquiales), redundarfan en una mayor actividad de la PG E 2, primando los efectos 
antiinflamatorios que esta prostaglandina puede Uegar a médiat y que explicarian el menor grado 
de gravedad clinica atribuida a la BE en comparaciôn con el asma.
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5.9. EFECTOS EJERCIDOS POR LA PCE^ SINTÉTICA Y EL 
SOBRENADANTE DEL ESPUTO INDUCIDO SOBRE LA 
APOPTOSIS EOSINOFILICA
La apoptosis juega un papel central en el desarrollo, homeostasis y funciôn del sistema 
inmune. En contra del concepto deteriorado que de ella se tiene, cumple una importante funciôn 
en los procesos que cursan con inflamaciôn, ya que tiende a limitar el dano tisular inflamatorio y 
promueve la resoluciôn mâs que la progresiôn de la inflamaciôn. Asi, un requerimiento previo 
indispensable para alcanzar la resoluciôn del “problema inflamatorio” es conseguir que las células 
inflamatorias extravasadas, asi como su contenido citotôxico, sean eliminadas eficientemente de 
los tejidos*'^’’*.
En concreto, la apoptosis eosinofilica es un fenômeno de gran importancia en la resoluciôn 
de la eosinofilia en las vias aéreas de los pacientes asmâticos, asi como en la de la eosinofilia 
présenté en el esputo, la cual se encuentra vinculada a la gravedad clinica de dicha patologia'^'’®'. 
De esta forma, fârmacos como los corticosteroides y la teofilina promueven la apoptosis 
eosinofilica a través de diversos mecanismos: disminuciôn del tiempo de la supervivencia 
(inducida por IL-5) de los eosinôfilos, incremento de IL-12 que promueve la apoptosis 
eosinofilica, inducciôn directa de apoptosis, etc*'’"'.
Dada la gran trascendencia de la apoptosis como mecanismo regulador del proceso 
inflamatorio, se evaluaron los efectos que la PG E, pudiera ejercer sobre la apoptosis de los 
eosinôfilos, siempre a través de los receptores EP2 y EP4, ya que son los que se ha observ^ado 
que se expresan en este tipo celular.
Al incubar los eosinôfilos purificados de sangre periférica, tanto con PG E 2 como con 
diversos agonistas de sus receptores (Butaprost, selectivo para EP2 y 11-deoxi-PGE,, especifico 
para EP2 y EP4), no se observô ningûn cambio en el porcentaje de eosinôfilos apoptôticos tras 
18 h en cultivo con respecto a los eosinôfilos cultivados sin ningun tipo de estimulo (Figura 37, 
apartado 4.9.2), aunque si se observaran efectos con el sobrenadante del esputo de pacientes con 
BE (Eigura 36, apartado 4.9.1).
De forma clâsica, la PGE^ ha sido asociada con un papel proliferativo y pro- 
tumorogénico desempehado mediante diversos mecanismos. Este papel como inductor de la 
proliferaciôn estâ vinculado principalmente al receptor EP2, ya que es el que produce un mayor 
aumento de los niveles de AMPc, siendo este mensajero capaz de inhibit la apoptosis mediante 
un mecanismo dependiente de proteinas kinasa, principalmente en el caso de la apoptosis
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neutrofilica'^'’’*. Sin embargo, en los ultimos 15 ahos, han surgido diversas publicaciones en las 
que los mismos mecanismos a través de los cuales se explicaba la inducciôn de la proliferaciôn a 
través del incremento de AMPc, ahora se utilizan como argumento al defender el papel anti- 
tumorogénico o prom otor de la apoptosis de dicho mensajero secundario y, por lo tanto, de la 
PGE,. En un reciente artfculo de Sousa y colaboradores'’*’^ ', a través de un modelo murino de 
asma por ovoalbûmina (OVA), se demostrô que el aumento del AMPc incrementaba la apoptosis 
eosinofilica. Estos elevados niveles de AMPc promueven la activaciôn de un efector suyo, la 
proteina kinasa A (PKA) la cual inhibe la sehalizaciôn de la via del PI3K/Akt. La regulaciôn 
negativa de la fosforilaciôn de Akt conduce a la apoptosis o podria prévenir la activaciôn de NE- 
kB, factor de transcripciôn de gran importancia en la supervivencia eosinofilica. De esta forma la 
PGEg, a través de los receptores EP2 y EP4 los cuales producen un incremento de los niveles de 
AMPc intracelular, podria promover o aumentar la apoptosis eosinofilica resolviendo, en parte, el 
proceso inflamatorio.
Una posible explicaciôn para la ausencia de actuaciôn de la PG E 2 sobre la apoptosis 
eosinofilica obser\^ada en los ensayos realizados en este estudio es que, aûn produciéndose un 
incremento en los niveles de AMPc, ese aumento tal vez no séria suficiente para ejercer ningun 
efecto con respecto al numéro ni a la actividad proliferativa de las células'’*’’'.
La actividad pro-apoptôtica desarroUada por la PG E 2, ademâs de por el aumento de 
AMPc, puede ser mediada por la inducciôn de especies reactivas de oxigeno (ROS)'“*’’', 
asociândose también tanto a la presencia de T N F -a '’**’' como a la inducciôn de ôxido nitrico 
(NO), el cual régula positivamente la ruta Fas-Fas ligando'’*’’', aunque esta ultima via depende de 
la concentraciôn de PG E, existente. Asi, otra posibilidad es que la PG E, no actùe a través del 
AMPc, sino que sean las otras dos rutas las que prevalezcan en la funciôn de la PGE^ en relaciôn 
a la apoptosis eosinofilica. En este caso, el ambiente en el que se encuentran los eosinôfilos en 
cultivo es muy restringido (en cuanto a la concentraciôn de otros factores que pudieran intervenir 
en el proceso de apoptosis), no teniendo la influencia de ningûn otro factor mâs que el estimulo 
utilizado en cada caso.
Sin embargo, cuando se evaluô la apoptosis de los eosinôfilos cultivados con 
sobrenadantes de pacientes de BE y asma, se observô un importante incremento de este proceso 
en el caso de los eosinôfilos cultivados con los sobrenadantes de pacientes con BE, siendo el 
porcentaje de muette celular idéntico entre el grupo control (eosinôfilos cultivados con 
sobrenadantes de sujetos sanos) y el grupo con sobrenadantes de pacientes con asma, ambos
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inferiores al porcentaje de apoptosis observado en el caso de los sobrenadantes de los sujetos 
diagnosticados de BE (Eigura 36, apartado 4.9.1).
Esa diferencia sustancial entre los cultivos con PG E 2 y agonistas sintéticos de los 
receptores pares de dicha prostaglandina, y los ensayos ex vim, posiblemente se deba al 
microambiente existente en ese sobrenadante, en el que ademâs de PG E 2 existen otros muchos 
mediadores que podrfan actuar sinergisticamente con la prostaglandina, conduciendo a la 
apoptosis de los eosinôfilos. Este microambiente es el que, de igual forma, en el caso de los 
pacientes asmâticos, modula la actividad de la PGEj, estableciendo una correlaciôn entre los 
niveles de PG E 2 y la supervivencia eosinofilica'’*'*'*. Asi, la apoptosis observada en estos ensayos 
puede deberse a la conjunciôn o actuaciôn individualizada de diversos mecanismos, algunos de 
los cuales son;
1. En otros tipos celulares la PGEj, asociada a un incremento de AMPc mediado por la 
activaciôn del receptor EP2, induce su apoptosis'^*’^*, pudiendo intervenir de la misma forma en el 
caso de los eosinôfilos cultivados con los sobrenadantes de pacientes.
2. El sobrenadante del esputo no sôlo estâ constituido por PG E 2, sino que dicho mediador 
lipidico se encuentra acompahado por multiples factores y metabolitos. Asi, ya en el aho 2004, 
Jones y colaboradores'*^*’^ ' demostraron que la PG Ej es capaz de inducir apoptosis eosinofilica a 
través de la producciôn de ôxido nitrico (NO) mediante la ôxido nitrico sintasa inducible (iNOS), 
lo que c o nil e varia la regulaciôn positiva de CD95/CD95L (receptor en superficie asociado a 
muerte celular). Asi, en esos sobrenadantes, ademâs de PG E 2 pueden existir elevados niveles de 
N O  que favorecerian el proceso apoptôtico observado. Este efecto pro-apoptôtico a través de la 
PG E 2 y el N O  se ha encontrado en otros tipos celulares, incluso en lineas celulares tumorales'^*’^ '. 
Aunque no se ha utilizado como parâmetro de clasificaciôn en este estudio, el eNO se encontraba 
incrementado en algunos de los pacientes con BE, no habiendo sido incluido este dato ya que 
esta técnica se instaurô como prueba clinica rutinaria en el Departamento de Alergologia de 
forma posterior a la recogida de las muestras de los pacientes de este estudio. Este valor elevado 
de N O  contribuiria a la promociôn del proceso apoptôtico.
3. Por otro lado, en el sobrenadante de los pacientes con BE, se detectaron niveles 
incrementados de TNF-OC con respecto a los individuos asmâticos. Existen trabajos que afirman 
que la actuaciôn conjunta de TNF-OC y AMPc promueve la muerte celular programada en 
timocitos'^*’*’*. En el sobrenadante de los pacientes con BE, y a través de la actuaciôn de la PG Ej 
sobre los eosinôfilos mediante los receptores EP2 y EP4, podrian existir niveles elevados de 
AMPc que, junto a los altos niveles de TNF-OC (Figura 23.B, apartado 4.5), estarian ejerciendo el
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mismo efecto observado por Kizaki y colaboradores'^” ' en los timocitos, aunque en este caso 
sobre los eosinôfilos purificados de sangre periférica.
4. No podemos olvidar el posible papel que determinadas citocinas reguladoras pueden 
llegar a ejercer con respecto a la apoptosis. En el apartado 4.5 se detallan los elevados niveles 
proteicos de IL-10 del sobrenadante de los pacientes con BE (Figura 24.A), siendo dichos niveles 
el doble de los observados en el mismo tipo de muestra de los pacientes con asma. La IL-10 
puede desempehar un papel importante en la inhibiciôn de la supervivencia y proliferaciôn de los 
eosinôfilos'^*’*’'. Ademâs, es conocido el proceso de retroalimentaciôn positiva que puede 
establecerse entre la PGEg y la IL-IO'*’®’’’’'. Asi, la apoptosis observada en los ensayos de 
eosinôfilos cultivados con sobrenadantes del grupo de pacientes con BE, también podria deberse 
a la actuaciôn sinérgica de PGEg e IL-10.
5. Se ha descrito el aumento de la susceptibilidad a apoptosis por parte de los eosinôfilos 
en presencia de citocinas T h l como IFN-y'^*’''. Wen y colaboradores, en un estudio con una Ünea 
celular de células epiteliales (A549), observaron que el IFN-y induce el proceso de apoptosis a 
través de la activaciôn de caspasas. De esta forma, el incremento en el porcentaje de apoptosis 
observado en los ensayos realizados con el sobrenadante de los pacientes del grupo de BE, en 
parte se podria deber a la elevada concentraciôn de esta citocina T hl observada en estos 
pacientes con BE (Figura 24.B, apartado 4.5).
Sin embargo, aunque la PG E, desarrolle una funciôn anti-proüferativa mediante la 
inducciôn de apoptosis, ha de existir un mecanismo regulador que, en parte, contrarreste dicho 
efecto, pues en la muestra de esputo los pacientes con BE presentan un mayor porcentaje de 
eosinôfilos que los individuos asmâticos. Posiblemente exista algün tipo de mecanismo regulador 
a nivel de las proteinas kinasas A y C (PKA y PKC), kinasas opuestas con respecto a 
determinados mecanismos desarrollados por la PGE^ en relaciôn a factores del proceso 
inflamatorio (inhibiciôn o activaciôn de citocinas, regulaciôn de la apoptosis...). Como se ha 
demostrado en numerosas ocasiones, a veces es dificil extrapolar los resultados obtenidos w vitro 
a lo que realmente sucede in vivo. Sin embargo la PGE,, en consonancia con otros factores, es 
capaz de inducir apoptosis eosinofilica, siendo éste un mecanismo de gran importancia en el 
control de la inflamaciôn existente tanto en el asma como en la bronquitis eosinofilica.
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5.10. LA PGE 2 COMO ELEMENTO REGULADOR DE LA 
HIPERPLASIA MUSCULAR
El proceso de remodelaciôn, junto a la HRB, es una de las principales caracteristicas 
diferenciales entre BE y asma. Uno de los procesos que participa en el fenômeno de la 
remodelaciôn es la hiperplasia de las células musculares lisas bronquiales (CMLB).
Las células musculares lisas de las vias aéreas son las principales células efectoras de la 
regulaciôn del tono broncomotor en respuesta a diversos neurotransmisores, mediadores pro- 
inflamatorios y sustancias exôgenas'^®®'. Este tipo celular, influido por diversos factores, participa 
en la regulaciôn del proceso inflamatorio de la mucosa mediante un cambio de fenotipo o la 
secreciôn de citocinas, mediadores y enzimas pro-inflamatorias. La interacciôn entre la 
musculatura Usa de las vias aéreas (MLVA) y los diferentes factores del medio, genera cambios en 
la contractüidad de la musculatura, alteraciôn caracteristica de la patologia asmâtica'’*’*’', pudiendo 
producirse tanto hipertrofia como hiperplasia. Los diferentes estimulos provocan la modificaciôn 
y crecimiento de la capa muscular lisa lo que repercute en un estrechamiento de las vias 
respiratorias generando, a su vez, la caracteristica obstrucciôn variable al flujo aéreo présente en 
los pacientes asmâticos.
Por otro lado, dentro de los multiples factores secretados por la MLVA, se encuentran 
diversos mediadores lipidicos, siendo la PGEg mayoritariamente producida por este tipo 
celular'*’*'"'. Esta prostaglandina contribuye a la modulaciôn de la reactividad bronquial en 
presencia de fenômenos inflamatorios, siendo uno de sus mecanismos la inhibiciôn de la 
expresiôn de genes que codifican para citocinas inflamatorias como lL-1'*’"''. Ademâs, la PGEg es 
capaz de disminuir la proliferaciôn de fibroblastos y los niveles de colâgeno por inhibiciôn de su 
sintesis, promoviendo ademâs su degradaciôn'’*'’'.
Dado el destacado papel de la PGE^ como broncoprotector, se evaluaron sus efectos sobre 
una hnea de CMLB mediante el cultivo de este tipo celular con diversas concentraciones de PGE? 
sintética y /o  agonistas y /o  antagonistas de sus receptores pares. También se analizô el efecto de 
los sobrenadantes del E l de los diversos individuos del estudio sobre la proliferaciôn de dicha 
hnea muscular.
La PG E 2, asi como los agonistas de los receptores EP2 y EP4 (forma sintética), produjeron 
una importante inhibiciôn de la prohferaciôn de las CMLB, alcanzando el 80% de inhibiciôn a las 
concentraciones mâs elevadas (Figura 39, apartado 4.10.2). A su vez, los ensayos con los 
antagonistas de dichos receptores, en los que se consiguiô parte de la prohferaciôn inicial.
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demostraron que la PG Ej actùa a través de estos receptores para producir el efecto inhibitorio 
sobre la proliferaciôn (Figura 40, apartado 4.10.2). Cuando las células son incubadas con los 
sobrenadantes del esputo de los pacientes de BE, los cuales poseen una elevada concentraciôn de 
PGEg, se produjo un mayor porcentaje de inhibiciôn de la proliferaciôn que el que se observa en 
los cultivos con los sobrenadantes del esputo del grupo asmâtico (Eigura 38, apartado 4.10.1).
En el caso de los ensayos con productos sintéticos, los mayores porcentajes se alcanzaron 
con la PG E 2, estando por encima de los valores obtenidos con los agonistas, Butaprost y 
ll-deoxi-PG E, (80,18% vs 38,77% y 73,78%, respectivamente) a la maxima concentraciôn 
analizada 
(10 " M).
Asi, uno de los mecanismos que proponemos para explicar la ausencia de HRB en los 
pacientes con BE es la inhibiciôn de la proliferaciôn de las CMLB debido al aumento de PG E,, lo 
que impediria el fenômeno de hiperplasia en este tipo celular que conduce a la obstrucciôn de las 
vias respiratorias, obstrucciôn caracteristica de la patologia asmâtica.
Numerosos son los articulos que ratifican la capacidad anti-proliferativa de la PGE,'"'’’’""'. 
Ademâs, es claro el papel clave que desarroUan los receptores EP2 y EP4 en el proceso de la 
inhibiciôn de la proliferaciôn de las CMLB por parte de la PGE,, ya que dichos efectos anti- 
proliferativos se considéra que estân mediados por la activaciôn de la adenilato ciclasa y la 
formaciôn de AMPc'*’""', siendo EP2 y EP4 activadores directos de esta enzima. Dado que es el 
aumento de AMPc el elemento principalmente vinculado a la inhibiciôn de la proliferaciôn ya que 
es considerado un regulador negativo de este proceso'*’"**', y a la vis ta de los resultados obtenidos 
en los ensayos con la PGEg y los agonistas sintéticos, ambos receptores parecen estar implicados 
cuando son estimulados con PGE^.
De esta forma, la hipôtesis que se demuestra en este trabajo es que las diferencias 
existentes entre asma y BE en relaciôn a su fenotipo clinico se deban posiblemente, en gran 
medida, a los elevados niveles de PG E, existentes en el foco inflamatorio de los pacientes con 
BE. Dicha prostaglandina, a través de sus receptores EP2 y EP4, dismininuiria o frenaria la 
capacidad proliferativa de las células musculares bronquiales y, por tanto, la HRB.
Imcialmente, esta hipôtesis podria no seguir la Hnea argumentai de BrightHng y 
colaboradores'^'^', los cuales hallaron un elevado numéro de mastocitos infiltrando la musculatura 
bronquial de pacientes asmâticos, no existiendo dichos mastocitos en las muestras de pacientes 
con BE ni en los contrôles sanos. De esta forma, la infiltraciôn mastocitaria de la musculatura Hsa 
como origen o causa de la HRB, se ha propuesto como una importante y plausible teorfa
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convirtiendo, en la actualidad, en planteamientos prâcticamente “invisibles” a los existentes 
previamente.
Sin embargo, este mismo grupo recientemente puso de maniflesto la gran importancia de la 
PG E 2 y sus receptores, concretam ente el receptor EP2, puesto que dem ostraron que dicho 
receptor es capaz de atenuar la migraciôn de los mastocitos pulmonares'^"'^'. La PGEg, a través del 
receptor EP2 y sus efectos sobre la actividad de la adenilato ciclasa, actuaria sobre los canales de 
potasio Kca^d présentes en la superficie de los mastocitos pulmonares. Dichos canales de 
potasio, al ser fosforilados tras la actividad de la adenilato ciclasa, se cierran lo que impide la 
migraciôn de los mastocitos pulmonares hacia la musculatura lisa bronquial (Figura 42).
Kc.3.1 Kc.3.1
AMPc
Figura 42. E sq u em a  de la in h ib iciôn  de la m igraciôn  de los m astocitos m ed iada  por la P G E 2 . La union de la 
P G E 2  a través del receptor E P2 prom ueve la producciôn de AM Pc lo que implica la liberaciôn de fosfatos que 
fosforilarfan los canales de K c a 3 . 1 ,  d ism inuyendo la m igraciôn de los m astocitos a la m usculatura lisa.
De esta forma, si conjuntamos tanto los resultados obtenidos por Duffy y colaboradores 
como los hallazgos e hipôtesis establecidos en este trabajo, se podria llegar a una exphcaciôn o 
hipôtesis conjunta mâs compléta. Asi, la presencia de una mayor concentraciôn de PGEg en el 
foco inflamatorio de los pacientes con BE (observado en este estudio), y gracias a ese mecanismo 
mediado por EP2, el cual cerraria los canales de potasio, se exphcaria la m enor o inexistente 
presencia de mastocitos infiltrados en el pulm ôn en estos pacientes. Ademâs, gracias a la 
actuaciôn de la PGEg a través no sôlo de EP2, sino también de EP4, se inhibiria la prohferaciôn 
masiva de la musculatura hsa y, por tanto la hiperplasia caracteristica del proceso de 
remodelaciôn. Por otro lado, la activaciôn de EP2 conllevaria un incremento de AMPc lo que 
imphcaria una inhibiciôn de la degranulaciôn de los mastocitos'^"'’'. De esta forma, tanto el 
bloqueo de la migraciôn mastocitaria como la reducciôn de la prohferaciôn de la musculatura.
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ambos procesos mediados por la P G E 2 , incidirian sobre la HRB. Todo esto justificaria la menor 
gravedad clinica observada en los pacientes con BE, aunque bien es cierto que el grado de 
infiltraciôn pulmonar mastocitaria en los pacientes de este estudio no se conoce.
Asi, estos datos redundan en el efecto broncoprotector que desarroUa la PGEg, efecto que 
se encuentra potenciado en la BE dados los altos niveles de dicho mediador (comparados con el 
grupo asmâtico) encontrados en este tipo de pacientes.
BRO NQ UITIS  
EO SIN O FILIC A
EP2 y EP4
Inhibiciôn 
proliferaciôn CMLB
EP2
Atenuaciôn
mastocitaria a musculatura
REMODELACION
Citocinas 
inflamatorias
INFLAMACION
LTC
HRB
Mastocitos
A SM A
Figura 43. E sq u em a  de las p ato log ias de estudio: bronquitis eosin ofilica  y asm a. Los niveles increm entados 
de P G E 2  encontrados en el sobrenadante de los pacientes con BE podrian actuar atenuando la migraciôn 
m astocitaria a la musculatura lisa bronquial asi com o inhibiendo la proliferaciôn de dicha m usculatura pudiendo 
disminuir, po r tanto, la hiperreactividad bronquial asi com o los procesos de rem odelaciôn y obstrucciôn al flujo 
aéreo (flécha verde: dism inuciôn, flécha roja: increm ento).
El hallazgo de elevados niveles de PGEg en los pacientes con BE respecto a los individuos 
asmâticos supuso un punto clave en este estudio. A rafz de este resultado, el estudio de la ruta de 
sintesis de dicha prostaglandina mostrô una regulaciôn positiva de esta cascada enzimâtica.
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principalmente en las muestras de biopsias bronquiales. Ademâs, se ha demostrado la funciôn 
anti-proüferativa de la PGEg sobre las células musculares üsas bronquiales.
La PGEg, a través de sus receptores EP2 y EP4, inhibiria la proüferaciôn de las CMLB, 
evitando de esta forma la hiperplasia muscular y, por tanto, la obstrucciôn variable al flujo aéreo 
tan caracteristica de la patologia asmâtica y ausente en la BE. Ademâs, atenuaria la migraciôn de 
los mastocitos hacia la musculatura üsa, lo que expücaria la ausencia de HRB caracteristica de la 
BE.
De esta forma, los resultados de este estudio permitirian anadir al esquema clâsico de 
algunos de los mecanismos que juegan un papel clave en el asma y la BE (Figura 43), la hipôtesis 
(demostrada in vitro) que postula el importante papel que la PGEg, a través de sus receptores EP2 
y EP4, desarrollaria en la inhibiciôn de la proüferaciôn de la musculatura üsa de las vias aéreas, 
pudiendo ser un importante elemento regulador a tener en cuenta en un futuro tratamiento para 
este tipo de patologias respiratorias.
4V)
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Los elevados niveles de PGE 2  encontrados en el sobrenadante del esputo de los 
pacientes con bronquitis eosinofilica inciden sobre las células musculares lisas 
bronquiales, inhibiendo su capacidad proliferativa a través de sus receptores EP2 y EP4, 
lo que influirâ en el proceso de remodelaciôn asi com o en la obstrucciôn al flujo aéreo, 
caracteristicas de gran importancia que repercuten en la perpetuaciôn de la inflamaciôn  
y, por tanto, en el menor grado de severidad encontrado en la bronquitis eosinofilica.
E stos resultados suponen una mejora en el conocim iento de los m ecanism os 
patolôgicos de ambas enfermedades, abriendo una posible via de aproximaciôn  
terapéutica y siendo la PGE^, asi com o las enzim as que participan en su ruta de sintesis, 
posibles dianas de actuaciôn.
Esta conclusion principal se sustenta en las siguientes conclusiones parciales:
>  1. El cociente de los niveles de L T Q y PGE? (LTC4/PGE2) en el sobrenadante del esputo
inducido se encuentra disminuido en el grupo de BE debido al incremento de la 
concentraciôn de PGEj, estando prâcticamente ausente en el sobrenadante de los 
individuos asmâticos.
>  2. Tanto en la muestra de esputo inducido como en los eosinôfilos circulantes asi como en
las biopsias bronquiales, los pacientes con bronquitis eosinofilica expresan mâs receptores 
EP2 y EP4 que los individuos asmâticos. El incremento de la expresiôn de estos 
receptores en el grupo de BE justifica una mayor actuaciôn de la PGE? en estos pacientes, 
con los consiguientes resultados beneficiosos.
>  3. La PG E, disminuye la proliferaciôn de las células musculares Usas bronquiales,
inhibiendo la hiperplasia muscular, importante factor en el desarrollo de la obstrucciôn al 
flujo aéreo.
Otras conclusiones de este trabajo son las siguientes:
^ 4. El anâlisis del esputo inducido puede establecerse como muestra estandarizada en la
prâctica cUnica dado su fâcil manejo y siendo de gran utilidad en la evaluaciôn del estatus 
inflamatorio existente en el ârea de lesiôn.
Conclus iones
> 5. El infiltrado celular inflamatorio présente en el esputo inducido es similar entre ambas
patologias, aunque el porcentaje de eosinôfilos es ligeramente superior en los pacientes 
con bronquitis eosinofilica (BE), siendo el patrôn de activaciôn de este tipo celular 
diferente entre ambos grupos de pacientes.
^  6. Tanto el grupo de bronquitis eosinofilica como el de asma presentan un patrôn de
citocinas Th2 similar. Sin embargo, el grupo de bronquitis eosinofilica posee niveles de 
citocinas T hl inmunorreguladoras mâs elevados que los observados en los pacientes 
asmâticos, mostrando asi una mayor capacidad de respuesta ante estimulos 
pro-inflamatorios.
> 7. Los pacientes con BE presentan una regulaciôn positiva de la sintesis de PG E, en
las biopsias bronquiales, las cuales engloban diversas estirpes celulares que actuan como 
importantes fuentes de producciôn de este mediador lipidico, lo que podria contribuir a 
atenuar la inflamaciôn.
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mm: Milimetro
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NF-kB: Factor nuclear kB
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Prostaglandinas
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Prostaglandina E
Prostaglandina E2
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Prostaglandina F
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Prostaglandina I2
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PLC: Fosfolipasa C
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RE: Reticulo endoplasm atico
ROS: Especies reactivas de oxigeno
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SCF: Factor de células m adré
SD: Desviaciôn estândar
SE: Error estândar de la m edia
SPLA2: Fosfolipasa A2 secretada
SRS-A: Slow-reacting substance of anaphylaxis
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TAC: Complejos tetram éricos
TGF-a,p: Factor transform ador del crecim iento-alpha, beta
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TNF-a: Factor de necrosis tum oral-alpha
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VLA-4: Antigeno tardio-4
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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P G E 2  a n d  e o s i n o p h i l i c  b r o n c h i t i s
n o t in eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  (4). M oreo v er , in su bjects  
w ith  eo s in o p h ilic  bronch itis , CXCL8 and CXCLIO c o n ­
cen tra tion s w ere e lev a ted  in a irw ay secretion s. T h ese  
ch em o k in es m ay p lay  a key role in m ast cell recru itm ent  
to  the superficial a irw ay in this co n d itio n  (5). K a n a za w a  
et al. (6 ) fo u n d  h igher levels o f  vascu lar en d o th elia l  
grow th  factor  (V E G F ) in a sth m a  than  in eo s in o p h ilic  
bronch itis. T h e cy c lo o x y g en a se  p ro d u ct p rosta g la n d in  E 2 
(P G E 2) is p rod u ced  by several cells in h u m a n  a irw ays, 
inclu d ing  ep ith eliu m  (7) and  sm o o th  m u scle  (8 ); it h as  
inh ib itory  effects on  in flam m atory  cells and b ro n ch o p ro -  
tective  effects in p a tien ts  w ith  bron ch ia l a sth m a. P ro sta ­
g land in  E ] has been  sh o w n  to  p ro tect a ga in st exercise- 
ind uced  (9), a llergen -in d u ced  (10 ), and  asp ir in -in d u ced  
b ro n ch o co n str ic tio n  (8 ), as w ell as aga in st b ro n ch o co n -  
strictor agen ts, such  as m eth a ch o lin e  and  h istam in e  ( 1 1 ). 
T he p h a rm a co lo g ica l a c tio n s o f  P G E 2 are m ed ia ted  
through  specific  E -p ro sta n o id  (E P )- l ,  E P -2, E P -3, and  
E P -4 receptors, w h ich  are e n co d ed  by d ifferent genes and  
expressed  d ifferentia lly  in each  tissu e (12). P ro sta g la n d in  
E 2 m ay represent an e n d o g e n o u s  p rotectiv e  m ech an ism  in 
the a irw ays. In th is stu dy , w e p o stu la te  that the different 
airw ay fu n ctio n  in p a tien ts w ith  e o sin o p h ilic  bron ch itis  
and asth m a  co u ld  be as a result o f  an im b alan ce  in the  
p ro d u ctio n  o f  b ro n ch o co n str ic to r  (LTC4) and b ro n ch o -  
p rotective  (P G E 2 ) lip id  m ed ia tors.
Methods
Subjects
Thirteen subjects with nonasthmatic eosinophilic bronchitis, 13 
subjects with asthma, and 11 healthy control subjects were recruited 
from Fundacion Jimenez Diaz, Allergy clinic outpatients and staff. 
All patients with eosinophilic bronchitis attending our outpatient 
clinic during 2003 and 2006 were invited to enroll in the study, and 
all agreed to participate. The asthma group comprised consecutive 
adult patients with asthma (atopic or nonatopic) recruited in the 
outpatient allergy clinic. Control subjects were recruited from  
the staff at the allergy and im m unology departments. Control 
subjects were lifelong nonsmokers, had no history o f  asthma, 
allergic diseases, or chronic bronchitis and they showed negative 
skin prick tests to com mon aeroallergens.
The subjects’ clinical characteristics are shown in Table 1. The 
subjects with eosinophilic bronchitis had an isolated cough lasting 
more than 8 weeks, no symptoms suggesting variable airflow 
obstruction, normal spirometric values, a m ethacholine PC20 value 
> 16 mg/ml, a normal chest radiograph, and sputum eosinophilia  
(sputum eosinophils > 3% ). Subjects with asthma provided a con­
sistent history and had objective evidence o f  asthma (as defined by the 
American Thoracic Society) (13) for at least 6 months. These patients 
showed > 12% improvement in forced expiratory volume in first 
second 10 min after administration o f  500 pg o f inhaled terbutaline, 
or had methacholine airway hyperresponsiveness (PC20 methacholine 
< 16 mg/ml). Patients with asthma had mild persistent disease (14) 
and were clinically stable, nine were atopies and none had a history o f  
respiratory infection for at least the 6-week period preceding the 
study. We included in the asthmatic group both atopic and nonatopic  
patients, as no differences had been previously observed in the 
parameters assessed between these patients.
T a b le  1. C lin ica l c h a r a c te r i s t ic s  o f  s tu d y  s u b je c t s
H e a lth y
c o n t ro ls
E o s in o p h ilic
b r o n c h it is A s th m a
N o. 11 13 13
A g e  (y e a rs )* 23 (21-42) 43 (31-71) 37 (16-61)
M a le  (% ) 5 (45.5) 9 (69.2) 5 (38.5)
A to p y  (% ) 0 7 (53.8) 9 (69.2)
D u ra tio n  o f  s y m p to m s 0 2 (0 .5-29) 8 (0 .5-26)
(y e a rs )*
S m o k in g  h is to ry
C u r re n t (% ) 0 2 (15.4) 0 (0 )
E x -s m o k e r  (% ) 0 4 (30.8) 2 (15.4)
N o n s m o k e r  (% ) 11 (100) 7 (53.8) 11 (84.6)
FEVi% p r e d ic te d * 1 0 6 (1 0 0 -1 3 0 ) 105 (91-128) 109 (73-127)
FEVi/FVC %* 85 (80-91) 81 (75-87) 82 (65-92)
T ota l s e ru m  IgE (k U / l) t ND 48.6 (3 .8-626) 135.9 (7 .2-1291)
PC20 m e th a c h o l in e  ( m g /m l ) t ND NEG 2.1 (0 .9-8)
FVC, f o rc e d  v ita l c a p a c ity ;  FEVi, f o rc e d  e x p i ra to ry  v o lu m e  in th e  f i r s t  s e c o n d ;  ND, n o t  
d o n e ;  N EG, (PC20 >  16 m g /m l) .
'M e d i a n  ( ra n g e ) .  
f G e o m e t r i c  m e a n  ( ra n g e ) .
Seven (53.8% ) o f  the patients with eosinophilic bronchitis and nine 
(69.2% ) o f  the patients with asthma were atopies (as defined by 
positive skin prick test to com m on aeroallergens). The percentage o f  
positive skin prick tests to com m on aeroallergens in patients with 
eosinophilic bronchitis and asthma was as follows: grass and/or tree 
pollen (38.5% and 61.5% , respectively), house dust mites (15.4%  
and 30.8% ), cat and/or dog dander (7.7% and 30.8% ), molds (0% 
and 15.4%) and cockroaches (7.7% and 15.4%). Total serum 
immunoglobulin E (IgE) was significantly higher {P < 0.05) in 
patients with asthma (geometric mean 135.9 kU/1, range 7.2-1291) 
than in patients with eosinophilic bronchitis (48.6 kU/1, 
3.8-626 kU/1). For patients who were receiving inhaled corticoster­
oids (three subjects with eosinophilic bronchitis and 11 with asthma), 
these drugs were withdrawn for at least 2 weeks before sputum  
induction. N o patient was receiving oral corticosteroids (for at least 
6 month prior to the study), leukotriene receptor antagonists, aspi­
rin, or any other cyclooxygenase inhibitor. Blood and sputum sam­
ples were obtained from adult donors after giving written informed 
consent. The study was blinded. Patients were classified with a 
number code by the clinical staff and all the analysis were developed  
in codified tubes without knowing the patient identity and diagnosis.
Sputum  induction and processing
Sputum was induced using inhalations o f  increasing concentrations 
(3%, 4% , and 5%) o f  hypertonic saline (15) and processed and 
examined for nonsquam ous cell counts, as previously described 
(16), and follow ing European Respiratory Society recommenda­
tions (17). Solid sputum material was selected from saliva, divided 
and processed within 2 h by two parallel procedures. The protocol 
used was previously described (18), and slightly modified. Sputum  
was treated with 0.1% dithiothreitol (DTT) to improve cell dis­
persion. Sputum was treated with a similar volume o f  DTT and was 
incubated on a shaker at 37°C for 15 min. To prevent the D T T  
effect on the cell suspension, an equal volume o f Dulbecco’s phos­
phate buffer saline (PBS) was added. The fraction treated with 
PBS 4- protease inhibitors (PI) was incubated at 4°C for 30 min. 
M ucus was then removed by means o f  filtration through a 
100 pm-pore nylon mesh, and the filtrate was centrifuged at 400 g  
for 10 min to sediment any cells present. The supernatant was
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aliquoted and stored at -8 0 °C  until analysis. Pellet was resuspended 
in PBS/BSA /ED T A . The total cell count, viability and squamous 
cells (%) were determined by trypan blue exclusion staining. Cell 
suspension was adjusted for 1 x 1 0 ^  cells/ml with PBS containing 
2% fetal calf serum (ECS), to flow cytometry. The rest o f  cell sus­
pension was resuspended in Trizol and store at -8 0 °C  until used.
Flow cytom etry  o f sputum  cells
For each test, 100 pi o f  sputum cell suspension was incubated with 
3 pi o f  each m onoclonal antibody (Becton Dickinson, San Jose, CA, 
U SA ) for 30 min at 4°C in the dark. Then, cells were washed with 
PBS/FC S 2% and resuspended in 400 pi o f  PBS/FCS 2%. Data  
were acquired with a 2-laser, 5-parameter FACSCalibur flow 
cytometer (Becton Dickinson) and analyzed on Cell Quest software 
(Becton Dickinson Bioscience). Typically, 50 000-100 000 total 
events were acquired to obtain adequate numbers o f  cellular types 
(10 000). All sputum cell samples were stained with Pe-Cy5 conju­
gated anti-human C D 45 m onoclonal antibody to exclude all non­
leukocyte events in each test. The panel consist of; CCR3 FITC/ 
C D 16 PE, CCR3 F IT C /D R  PE, CD69 FITC /C D 16 PE, CD14  
F IT C /D R  PE, CD4 F IT C /C D 2 PE, C D 4 F1TC/CD25 PE, CD19  
FIT C /C D 2 PE, C D 34 F IT C /C D w l25 PE, CD63 FITC/IgE PE and 
isotype control (Becton Dickinson) that were used to establish 
background fluorescence for each fluorochrome.
Flow cy tom e try  o f w h o le  blood
One hundred microliter o f  fresh whole blood was incubated with 
3 pi o f  each m onoclonal antibody for 30 min at room temperature 
in the dark. Then, erythrocytes were lysed using 1 ml o f FACS- 
lysing solution (Becton Dickinson) for 10 min and washed with 
2 ml o f  FA C S-F low  (Becton Dickinson). Finally, cells were resus­
pended in 500 pi o f  FA C S-Flow  and analyzed using FACS-Calibur 
flow cytometer. Up to 10 000 events were analyzed per sample. The 
panel consist of: CCR3 F1TC/CD16 PE/CD69 PeCy5, CCR3 
F IT C /D R  PE/CD69 PeCy5. C D 14 FIT C /D R  PE, C D 4 F1TC/CD2 
P E /C D 8 PeCy5, C D 4 FITC/CD 25 P E /C D 8 PeCy5, C D  19 FITC/ 
C D 2 PE, C D 34 F lT C /C D w l25  PE/CD45 PeCy5, CD63 F lT C /lgE  
PE/C D 45 PeCyS and isotype control.
Reverse transcrip tion-PC R
Total R N A  was isolated from sputum cells by Trizol® Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, U SA ) and was treated with D N ase 1 
(Prom ega, M adison, W l, USA). R N A  was measured by spectro­
photom etry, and 1 pg o f  R N A  was transcribed to cD N A  with first- 
strand cD N A  synthesis with the MultiScribe transcriptase enzyme 
reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Cytokines expression in sputum  cells by rea l-tim e qu a n tita tive  PCR
Q uantitative real-time PCR was performed on a 7500 Real-time 
PCR System (Applied Biosystems). Taqman PCR was performed 
using a 20 pi final reaction volume containing 10 pi o f TaqM an  
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 pi o f  20X  
A ssays-on-D em and Gene Expression Assay Mix and 9 pi o f  cD N A  
diluted in R N ase-free water. Each assay was performed in tripli­
cate. The PCR conditions used in all reactions were: 2 min at 50°C, 
10 min at 95°C, with 40 two-step cycles (95°C for 15 s and 60°C for 
60 s). A ssays-on-D em and Gene Expression primers to interleukin-5 
(lL-5), lL -10 , IL-13, lL-2, lL-4, VEG F, transforming growth 
factor-|3 (T G F -p i), and interferon-y (IFN -y) and rRNA IBs (used
as endogen) were obtained from Applied Biosystems (http:// 
w ww .appliedbiosystem s.com /; accessed 16 October 2007)
M easurem en t o f so luble m edia tors, cytokines, and lip id ic 
m edia tors  production
We analyzed, lL -8, IFN-y, T N F -a , and V EG F-A  by ELISA Kits 
(Bender M edSystems G m bM , Vienna, Austria). The detection limit 
o f  these assays was between 0.99 and 13.5 pg/ml (5, 0.99, 3.83, and 
13.5 pg/ml respectively). Coefficient o f  variation intra-assay was 
between 4% and 6.9% , and inter-assay between 5.7% and 10.9%. 
M oreover, we tested two types o f  lipidic mediators, PGE] and 
cysteinyl-leukotriene C4 by ELISA Kits (Cayman Chemical C om ­
pany, Ann Arbor, MI, USA ). Previously to test lipidic mediators, 
sputums were treated to remove protein and other contaminants 
that could interfere with the assay. In all patients, mediators are 
measured in neat supernatants in duplicate. Prostaglandin E] assay 
shows a detection limit o f  2 pg/ml with a intra-assay coefficient o f  
variation o f  5% and a inter-assay coefficient o f  variation o f  4% and 
the specificity is 100%. LTC4 assay has a detection limit o f  
13 pg/m l, a specificity o f 100% and a coefficient o f  variation intra- 
and inter-assay o f  8 % and 10%, respectively. We carried out several 
experiments to analyze a possible effect o f D TT in these experiments 
and we observed that this com pound had no effect in the m ea­
surement o f  lipidic mediators (data not shown). This conclusion has 
been supported by other authors (19, 20).
Data ana lysis
Subjects characteristics were described using descriptive statistics 
and expressed as median and range or geometric mean and standard 
deviation (SD ). All measurements were performed in a blinded 
fashion. Comparisons o f  mediator concentration and sputum dif­
ferent cell counts across the three groups and between groups were 
performed using K ruskall-W allis test and the M ann-W hitney  
U-test and a n o v a  and unpaired t test with Welch correction for 
nonparametric data and parametric data, respectively. Normality 
was analysed with the K olm ogorov-Sm irnov test. A difference was 
considered to be significant when P  < 0.05. Statistical analyses 
were performed using g r a p h p a d  i n s t a t 3  (GraphPad Software Inc., 
San Diego, CA, USA).
Results
D iffe re n tia l sputum  and periphera l blood cell counts
T h irty -sev en  sp u tu m  sam p les from  p atien ts w ith  asth m a, 
e o s in o p h ilic  b ron ch itis  and c o n tro ls  subjects w ere a n a l­
ysed . T h e  sp utu m  had  < 10%  sq u a m o u s ep ithelia l cells  
a n d  m ore than  85%  cell v ia b ility  (T ab le  2). N o  sign ifican t 
d ifferences w ere n o ted  b etw een  the subject gro u p s in 
e ith er to ta l cell c o u n t or ep ith e lia l cells. In du ced  sp u tu m  
e o sin o p h il percentage  w ere sign ifican tly  h igher in subjects  
w ith  eo sin o p h ilic  b ron ch itis  and  asth m a than  in hea lth y  
su bjects (1 5 .2 9 % , 7 .95% , and 0 .9 5 % , P  < 0.01; m ed ian)  
c o rresp o n d in g  to  a to ta l c o u n t o f  1.05 x  10^ ±  0 .86  x  
10^ 0 .3 7  X 10^ ±  0 .3 6  X 10^ 0 .05  x 10^ ±  0 .0 4  x 10^ 
e o s in o p h ils /m l (g eo m etr ic  m ean  ±  S D ). H o w ev er , no  
sig n ifica n t d ifferences w ere observed  in the e o s in o p h il  
c o u n ts  b etw een  subjects w ith  asth m a and th o se  w ith  
e o s in o p h ilic  b ron ch itis , as sh o w n  in T ab le  2.
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T a b le  2 T ota l a n d  d i f fe r e n t ia l  c e ll c o u n t s  in in d u c e d  s p u tu m  a n d  p e r ip h e ra l  b lo o d  (F lo w  C y to m etry )
F lea lth y  c o n t ro ls  {n = 11) E o s in o p h ilic  b ro n c h i t is  [n = 13) A s th m a  (n  = 13)
I n d u c e d  sp u tu m
Tota l c e lls /m l (10®) 3 .9  ( 1 .7 6 - 1 5 .2 4 ) 3 .9 6  (1 2 - 1 8 .1 6 ) 2.69 (1.31- 29 .2 )
V iab le  c e lls  (% ) 8 6 .4 4  ( 7 4 .0 3 - 9 2 .4 ) 8 7 .5  ( 7 4 .4 1 - 9 5 .2 ) 92 .1  ( 7 8 .6 - 9 6 .3 ) 4
S q u a m o u s  c e l ls  (% ) 8 .5 7  ( 3 .7 7 - 1 5 .0 4 ) 3 .6 7  ( 1 .9 - 1 5 .5 ) * 7 .8  ( 0 .3 4 - 1 6 .4 )
IV Ia c ro p h ag e s (% ) 15.21 ( 3 .7 1 - 6 1 .5 1 ) 1 0 .9 4  ( 0 .6 1 - 4 6 .9 8 ) * 2 2 .6 2  ( 0 .2 - 6 2 .6 1 ) 4
N e u tr o p h i l s  (% ) 1 0 .2 2  ( 2 .1 2 - 3 1 .7 ) 2 7 .7 7  ( 1 0 .6 1 - 6 4 .1 7 ) 2 4 .7 2  ( 1 2 .2 9 - 6 9 .0 7 )
E o s in o p h ils  (% ) 0 .9 5  ( 0 .0 9 - 1 .9 1 ) 1 5 .2 9 (1 .9 8 -6 4 .0 3 )* 7 .9 5  ( 3 .0 6 - 3 0 .9 4 ) *
L y m p h o c y te s  (% ) 1 .4 9  ( 0 .2 1 - 3 .2 9 ) 0 .7 7  ( 0 .0 1 - 3 .5 5 ) * 0 .7  ( 0 .0 3 - 5 .8 9 ) *
E o s in o p h illic  p r e c u rs o r s 0 .0 4  ( 0 -0 .1 9 ) 0 .01  ( [4 7 .4 8 ) 0 .0 3  ( 0 - 0 .8 9 )
A c tiv a te d  b a s o p h ils 0 .3 2 (0 .1 3 -2 .4 ) 0 .5 2  ( (4 2 6 .5 ) 0 .4 4  ( 0 - 5 .9 6 )
A c tiv a te d  e o s in o p h i ls  CD 69* 0 .3 9  ( 0 .0 3 - 2 .1 4 ) 1.51 ( 0 .1 2 - 4 4 .3 9 ) * 1.31 ( 0 .1 9 - 8 .6 ) *
A c tiv a te d  e o s in o p h i ls  C D 2 5 ' 0 .2 9  ( 0 .0 1 - 2 .5 1 ) 2 .7 4  ( 0 .1 9 - 7 .1 ) 4 1 .4 9  ( 0 .3 7 - 5 .5 5 ) *
P e r ip h e r a l  b lo o d
M o n o c y te s  (% ) 2 .2  ( 1 .2 7 - 3 .3 8 ) 3 .4 9  ( 1 -8 .2 ) 4 .2 4  ( 2 .0 2 - 6 .1 1 )
N e u tr o p h i l s  (% ) 3 7 .1 8  ( 1 3 .3 4 - 5 0 .5 7 ) 4 0 .5 1  ( 2 2 .4 6 - 5 9 .6 5 ) 4 49.59 (14.78- 67 .66)
E o s in o p h ils  (% ) 0 .0 4  (0 4 1 .9 ) 4 .4 6  ( 1 .2 1 - 1 0 .2 2 ) * 4 1 .6 6  ( 0 .5 7 - 6 .4 8 ) *
L y m p h o c y te s  (% ) 9 .5 2  ( 0 - 6 4 - 2 0 .3 9 ) 1 5 .9 4  ( 6 ,3 1 - 2 6 .4 ) 17 .91  ( 1 0 .8 9 - 3 0 .3 )
P u rif ie d  e o s in o p h ils /m m ®  (10®) 2 .7 9  ( 1 .6 - 1 6 ) 2 2 .4  ( 1 .1 2 - 3 6 .2 6 ) * 2 2 .2  ( 3 .9 6 - 5 2 )*
R e s u l ts  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e d ia n  (ra n g e ) .
* P <  0.01 c o m p a r e d  w ith  h e a l th y  c o n tro l s u b je c t s .
t P <  0 .0 5  c o m p a r e d  w ith  h e a l th y  c o n tro l s u b je c t s .
IP< 0 .01  c o m p a r e d  w ith  a s th m a t ic  s u b je c t s .
T he percentage  o f  activa ted  e o sin o p h ils  (C D 2 5   ^ and  
C D 6 9 ^ )  in sp utu m  w as sign ifican tly  higher in the 
e o sin o p h ilic  b ron ch itis  and a sth m a groups than  in the 
hea lthy  co n tro l group , but w as sim ilar  in the form er tw o  
grou p s. N o  d ifferences w ere seen in other differentia l cell 
co u n ts in in d u ced  sp utu m  b etw een  the grou p s, ex cep t in 
m acrop h age and  ly m p h o cy tes co u n ts , w h ich  w ere sig n if­
ican tly  low er in subjects w ith  eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  and  
a sth m a than in co n tro l subjects. M ed ian  percen tage  o f  
eo sin o p h ils  on  peripheral b lo o d  w as sign ifican tly  higher  
in the subjects w ith  eo s in o p h ilic  b ron ch itis  and  a sth m a  
than  in hea lth y  co n tro l subjects (4 .46 , 1.66 an d  0 .04  
respectively; P  < 0 .0001).
Q uantita tive  expression o f cytokines genes in induced sputum  cells 
from  eosinoph ilic  bronchitis , asthm atic  pa tien ts  and hea lthy 
controls.
W e assessed  different cy to k in e  leve ls as IL -5 , IL -10, 
IL -13 , IL -4, and  IL -2 and  IF N -y , rep resentatives o f  
T helper 2 (T h 2) and  T h l cy to k in es. M o reo v er , we  
m easured  levels o f  V E G F  and  T G F -p i.  T h e  results 
ind ica ted  th at IL -5 , IL -4 , IL -10, IL -13 , IL -2, and  IF N -y  
leve ls w ere sim ilar in subjects w ith  asth m a or e o s in o p h ilic  
b ro n ch itis  (F ig . 1). In terleu k in -5  and IL -13 ex p ressio n  
increased  in the su bjects w ith  eo s in o p h ilic  b ro n ch itis  as 
com p ared  w ith  that seen  in h ea lth y  co n tro ls  { P < 0 .05 , 
F ig . 2A , P  < 0.01 F ig . ID ). In a sth m a tic  and  e o s in o ­
ph ilic  b ro n ch itis  p a tien ts n o  sign ifican t d ifferences were  
observed  in the IL -4 , IL -10 , IL -2  an d  IF N -y  ex p ressio n  as 
co m p a red  w ith  the h ea lth y  co n tro l group . T here w ere not 
sign ifican t ch a n g es in the levels o f  V E G F  an d  TG F-(3  
b etw een  b o th  gro u p s w ith  d isease  and  the co n tro l gro u p
(F ig . 1G ,H ). T hu s, a n a ly sis o f  ex p ressio n  o f  several 
cy to k in es in the stu dy  gro u p s sh o w ed  that IL -5  and  IL- 
13 are the p red o m in a n t m ed ia to rs in the loca l in flam m a­
tory process in the a irw ays, w ith a T h2 cy to k in e  p rofile  in 
b o th  d iseases.
Cytokines levels in induced sputum  superna tan t
P ro d u ctio n  o f  several c y to k in es by sp utu m  cells  w as  
ev a lu ated . In terferon -y  and IL - 8  c o n cen tra tio n s  w ere  
sign ifican tly  increased  in induced  sp u tu m  sam p les from  
p a tien ts w ith  resp iratory  d isease  (a sth m a  and eo sin o p h ilic  
b ron ch itis) as co m p a red  w ith  the co n tro l subjects  
(F ig . 2A ,B ). T here w as n o  sign ifican t difference o f  sp u ­
tum  T N F -a  level b etw een  grou p s (F ig . 2C ).
Lipidic m edia tors in induced sputum  superna tan t
A n  inverse re la tio n sh ip  w as ob served  b etw een  P G E 2 and  
L T C 4 co n cen tra tio n s in p atien ts w ith  asth m a an d  e o s in o ­
p h ilic  bron ch itis . W h erea s L T C 4 leve ls w ere m ore e levated  
in the a sth m a tic  gro u p , eo s in o p h ilic  b ron ch itis  p a tien ts  
had  increased  P G E ] levels. In eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  
p a tien ts w e ob served  sign ifican tly  increased  level o f  P G E ]  
as com p ared  w ith  h ea lth y  and  a sth m a tics patients; 
P  < 0 .005  and  P  < 0 .0 5 , respectively  (F ig . 3A ), w h ereas  
the latter tw o  gro u p s had  sim ilar  va lues. By co n tra st, 
L T C 4  w as sign ifican tly  higher in the a sth m atic  gro u p  w ith  
respect to  the o th ers, w ith  P  < 0 .05  b etw een  co n tr o l and  
a sth m a tic  su bjects (F ig . 3B ). M o reo v er , the ratio  o f  L T C 4 
to  P G E ] in in d u ced  sp u tu m  w as sign ifican tly  h igh er  in 
a sth m atics than  in p a tien ts  w ith  eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  
P  < 0 .005  (F ig . 4).
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F igure 1. C ytokine m R N A  expression in induced sputum  from  healthy subjects, asthm atic, and eosinop h ilic  bronchitis patients. 
R elative m R N A  levels o f  lL -5  (A ), IL-4 (B), IL-10 (C), IL-13 (D ), IF N -y  (E), IL-2 (F), V E G F  (G ), and T G F -P  (H ) gene expression  in 
sputum  cells from different groups o f  subjects were determ ined by real-tim e quantitative PC R . C ytok ine levels were expressed as 
relative m R N A  expression . V alues were norm alized with rR N A  gene use as endogen . Significant differences in IL-5 { tP  < 0 .05) and  
IL-13 (* P  < 0 .0 1) expression  levels were obtained  for eosinop h ilic  bronchitis v.y healthy controls. In the rest o f  cytok ines studied, no  
significant differences w ere found  betw een groups.
Discussion
O ur resu lts sh o w s that ind uced  sp u tu m  P G E i c o n cen tra ­
tio n s  are strik ingly  increased  ( 1 0 0 -fo ld  h igher) in subjects  
w ith  eo s in o p h ilic  b ro n ch itis  as com p ared  w ith  a sth m atic
and healthy  subjects. S p utu m  cy ste in y l-leu k o tr ien es c o n ­
cen tra tion  w as raised b o th  in eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  and  
asth m a patien ts. T h ese  d ata  su ggest th at the d ifferences in 
a irw ay fu n ctio n  ob served  in su bjects w ith  eo s in o p h ilic  
b ron ch itis  and asth m a m igh t be due to  d ifferences in
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Figure 2. C ytokine levels in induced sputum  supernatants. A  
com parison  o f  (A ) lL -8 , (B) IF N -y , and (C ) T N F -a  levels in 
induced sputum  supernatants from  healthy controls, eo s in o ­
philic bronchitis and subjects w ith  asthm a. Sputum  from  asth ­
m atics and eosinophilic  bronchitis had significant higher levels 
o f  IL -8 , and IF N -y  than healthy subjects.
P G E ] p ro d u ctio n . W e ha v e  a lso  m ea su red  a w ide array o f  
c y to k in es  and a u ta c o id s  w ith  d ifferent fu n ctio n s , 
rep resenting  the m ajor  regu la tor , e ffector  an d  a irw ay  
d a m a g in g  m ed ia tors in a sth m a , an d  w e did n o t observe  
sign ifican t d ifferences in the m a jority  o f  them  b etw een  
b o th  disorders.
W e have  d eteeted  that e o s in o p h ilie  b ro n ch itis  is a d isease  
ch araeterized  by an increased  ex p ressio n  o f  T h 2  c y to k in es  
(IL -4 , IL -5 IL -10 , IL -1 3 ), as p rev io u sly  sh o w n  by o ther  
a u th o rs  (21 ). T h ese  d ata  p o in t o u t a  d isso c ia tio n  b etw een  
T -cell a c tiv a tio n  an d  the ab n o rm a litie s  in a irw ay p h y s io l­
o g y  that characterize  a sth m a  (22). T h ese  resu lts su ggest  
th at T h 2 -m ed ia ted  cy to k in es  are c lo se ly  lin ked  to  e o s in o ­
p h ilic  in fla m m a tio n , but they  are n o t n ecessarily  a sso c ia ted  
w ith  the p h y s io lo g ic  ha llm ark s o f  the a sth m a tic  p h en o ty p e . 
In ou r  stu d y , there w ere n o  sign ifican t d ifferences in the  
eo s in o p h il co u n ts  in p atien ts w ith  a sth m a  an d  th o se  w ith  
e o s in o p h ilic  b ro n ch itis , and  w e did  n o t find eith er any  
sign ifican t d ifferences in activa ted  e o s in o p h ils , eo s in o p h il  
p recu rsors and  a ctiv a ted  b a so p h ils  b e tw een  p a tien ts w ith  
eo s in o p h ilic  b ro n ch itis  and  asth m a.
R ecen tly , the in v o lv em en t o f  V L G F  in the p a th o g en ­
esis o f  a sth m a has generated  an a c tiv e  d iscu ssio n . W e  
m easured  th is fa c to r  by tw o  m eth od s: q u a n tita tiv e  real­
tim e P C R  and d eterm in a tio n  o f  so lu b le  V L G F  in 
su p ern a ta n t (data  n o t sh o w n ). W e fo u n d  a m od erate  
increase o f  V L G F  in sp utu m  su p ern atan t in eo sin o p h ilic  
b ro n ch itis  p a tien ts, w hereas a sth m a tic  p a tien ts sh o w ed  
sim ilar  va lu es to  h ea lth y  co n tro ls , the d ifferences n o t  
b ein g  sta tistica lly  sign ificant. A n  increase  in V L G F  levels  
in the a irw ays o f  a sth m a tic  su bjects as co m p a red  w ith  
co n tro l subjects or  eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  p a tien ts (6 ) has  
been  p rev io u sly  reported , bu t th is find in g  w as n ot  
ob serv ed  in ou r  stu dy . D e m o ly  et al. (23), how ever, 
reported  a sim ilar co n cen tra tio n  o f  V L G F  in the bron c-  
h o a lv eo la r  la v a g e  from  patien ts w ith  asth m a and norm al 
co n tro ls . T h u s, the role o f  V L G F  in the p a th o g en es is  o f  
asth m a  rem ains un clear (24).
C y ste in y l-leu k o tr ien es p rodu ced  by e o sin o p h ils  and  
m ast cells are p o ten t a irw ay sm o o th -m u sc le  con tra ctile  
a g o n ists , increase m u cu s p ro d u ctio n  an d  vascu lar  perm e­
ab ility , and m ay d irectly  increase eo s in o p h ilic  in fla m m a ­
tio n  (25). P ro sta g la n d in  L ] increase co u g h  sen sitiv ity  by a 
direct e ffect on  c o u g h  recep tors (26). W e ch o se  in d u ced  
sp u tu m  su p ern atan t to  assess a irw ay m ed ia to r  p ro d u c­
tion  as th is m eth o d  is n o n in v a siv e , s im p le , safe , and  
resp o n siv e  (19). P rev iou s stu d ies ha v e  sh o w n  that sp u tu m  
m ed ia to r  co n cen tra tio n s  are s ig n ifican tly  h igher than  in  
b r o n ch o a lv eo la r  lavage  and  can  be m easu red  rep eated ly  
(16 , 19). C ell v iab ility  w as n o t d ifferen t b etw een  g rou p s, 
in d ica tin g  that the ob served  d ifferences in m ed ia to r  leve ls  
w ere p rob ab ly  n o t  b ecau se  o f  c y to to x ic  release. F u rth er­
m ore, leu k o tr ien es and  p ro sta n o id s  are n o t stored  
p reform ed .
T h is stu d y  illu stra tes that, like  a sth m a , there is active  
airw ay in fla m m a tio n  in eo sin o p h ilic  b ro n ch itis , w ith  
release o f  d ifferent in flam m atory  m ed ia to rs . T h e m ain  
sign ifican t d ifference betw een  a sth m a  and  eo sin o p h ilic  
b ro n ch itis  w as the d ifferent ratio  in the p ro d u ctio n  o f  
b r o n ch o co n str ic to r  (LTC4) and  b ro n ch o p ro tec tiv e  
(P G L ]) lip id  m ed ia to rs . In a sth m a, there m ay be a 
red u ction  in b r o n ch o p ro tec tiv e  su b sta n ces such  us P G L ]  
(27). W e fo u n d  m u ch  low er P G L ] co n c en tra tio n s  in
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Figure 4. Ratio LTC4/P G E ] in induced sputum in eosinophilic 
bronchitis and asthmatics. Individual data and geometric mean 
from asthmatic and eosinophilic bronchitis subjects. Patients 
with asthma had a significantly higher LT C 4/P G E ] ratio than 
patients with eosinophilic bronchitis (*P  < 0 .0 1 ).
p a tien ts  w ith  asth m a th an  in e o s in o p h ilic  b ronch itis, 
su p p o rtin g  th is h yp o th esis . W e did  n o t find any correla ­
tion  b etw een  sputum  e o s in o p h il co u n ts  an d  P G E ] levels 
in sp u tu m  su pern atant. In co n tra st, o th er  au th ors have  
fo u n d  d isp arate  results, rep ortin g  a n egative  or p o sitiv e  
co rre la tio n  betw een  P G E ] co n cen tra tio n s  and sputum  
e o s in o p h ils  (19 , 28). A s m a cro p h a g es are a p oten tia l 
sou rce o f  P G E ] (29), w e co n sid ered  w h eth er  the low  
P G E ] leve l in the sp u tu m  su p ern a ta n ts o f  asth m atic  
p a tien ts  m ay  be cau sed  by reduced  nu m ber o f  m a cro ­
ph ages, bu t m acro p h a g e  c o u n ts  in e o s in o p h ilic  b ronch itis  
an d  a sth m a tic  p a tien ts w ere sim ilar.
B r ig h tlin g  et al. (30) a lso  fo u n d  nu m erica lly  h igher  
levels o f  P G E ] in sp utu m  from  p a tien ts w ith  e o s in o p h ilic  
b ro n ch itis , bu t the d ifferences w ere n o t statistica lly  
sig n ifica n t a s com p ared  w ith  asth m a patien ts. T he  
d iscrep a n cy  ob served  b etw een  this stu dy  and  our results 
m igh t be d u e  to  the d ifferent tech n iq u e  em p lo y ed  to
m easure  P G E ], or  to  the d ifferent num ber o f  p a tien ts  w ith  
e o s in o p h ilic  b ro n ch itis  ex a m in ed . R ecen tly , e lev a ted  
sp u tu m  P G E ] c o n c en tra tio n s  ha v e  been  fo u n d  in all 
p a tien ts  w ith  ch ro n ic  co u g h  (31 ), a lth o u g h  in th is stu dy  
c o u g h  varian t a sth m a  and  eo s in o p h ilic  b ro n ch itis  p a tien ts  
w ere in c lu d ed  in the sam e gro u p . O ne p o ssib le  e x p la n a ­
tio n  can  be th a t P G E ] c o n cen tra tio n s  are e lev a ted  
b ecau se  o f  the m ech a n ica l effect o f  c o u g h in g  p e r  se , or  
it is p o ss ib le  th at release o f  th is  m ed ia tor  is related  to  the  
en h a n ced  c o u g h  reflex sen s itiv ity  seen in su bjects w ith  
ch ro n ic  c o u g h , b eca u se  in h a led  P G E ] resu lts in h e ig h t­
en ed  c o u g h  reflex sen sitiv ity  to  ca p sa ic in  (26).
T h e  d ifferences in sp u tu m  su p ern atan t P G E ] c o n c e n ­
tra tio n  betw een  a sth m a tic  an d  eo sin o p h ilic  b ron ch itis  
p a tien ts m ay be the resu lt o f  a different d eg ra d a tio n  
k in etic  or activ ity  o f  en zy m es im p lica ted  in th e  sy n th esis  
a n d /o r  d eg ra d a tio n  o f  p ro d u cts  o f  a ra ch id o n ic  acid  
m eta b o lism . It h a s been recen tly  sh ow n  th at T h 2  c y to ­
k in es h a v e  specific  e ffects o n  P G E  sy n th a se  1 and  
1 5 -P G D H  en zy m es in a irw ay h u m an  ep ith e lia l cells  
(32 ). D ifferen ces in these  P G E ]-re la ted  p a th w a y s b etw een  
p a tien ts w ith  a sth m a  and eo sin o p h ilic  b ro n ch itis  deserve  
further research .
W e p o stu la te  th at P G E ] e lev a tio n  in p a tien ts  w ith  
e o s in o p h ilic  b ron ch itis  m ay have  p ro tectiv e  effects  
a g a in st the d ev e lo p m en t o f  b ro n ch ia l h y p erresp o n siv e ­
ness. T h e  fa c t th at P G E ] and  its a n a lo g  have  a nu m b er o f  
b ro n c h o p ro te c tiv e  and  a n ti-in fla m m a to ry  effects in v itro  
(27 ) or a fter  in h a la tio n  (10 ), as well as o n  a llergen -  
in d u ced  airw ay resp o n ses a n d  a irw ay in fla m m a tio n  in 
a to p ic  a sth m a  (1 9 , 33) w o u ld  su pp ort su ch  p ro tectiv e  
role. A n  im b a la n ce  in th e  ra tio  o f  b ro n ch o co n str ic to r  
(L T C 4) an d  b r o n c h o p ro te c tiv e  (P G E ]) lip id  m ed ia to rs  
m a y  ha v e  a ro le  in the p a th o g en es is  o f  e o s in o p h ilic  
b ro n ch itis . P ro sta g la n d in  E ] can  perform  c o n tra stin g  
a c tiv ities , w h ich  ca n  th u s lead  to  b ro n ch o d ila tio n  and  
m a y  act as an a n ti-in fla m m a to ry  or p ro -in fla m m a to ry  
m ed ia to r  in th e  lun g  (34 ). R ecen tly , several stu d ies
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sh o w ed  that the P G E ] p ro tectiv e  a c tio n s w ere m ed ia ted  
in large part by the E P ] recep tors (35, 36). T h is p ro tective  
a c tio n  o f  P G E ] m ight n o t o n ly  result in a d irect effect on  
a irw ay sm o o th -m u sc le  relaxation , but a lso  in the in h ib i­
tio n  o n  m an y  in flam m atory  p rocesses (37).
T h is  d a ta  can  exp la in  w h y p atien ts w ith eo sin o p h ilic  
have norm al tests o f  variab le  a irw ay o b stru ctio n  and  
airw ay resp o n siv en ess and experien ce  ch ro n ic  co u g h  
due to  h igh  P G E ] levels becau se  o f  its adverse e ffects o f  
c o u g h  reflex and retrosternal bu rn ing (38). T he p a th ­
o g en esis  o f  eo s in o p h ilic  b ron ch itis  m ight be the o p p o ­
site to  th a t ob served  in asp ir in -in d u ced  a sth m a . T here  
is in crea sin g  ev id en ce  that, by inh ib iting  c y c lo o x y g e n ­
a se -1, th e  p ro tectiv e  effect exerted  by e n d o g e n o u s P G E ]  
o n  leu k o tr ien e  g en eration  by m ast cells, e o s in o p h ils  
and m a cro p h a g es in the a irw ays is rem oved  in the 
latter co n d itio n . In these p a tien ts w ith  a sp ir in -in d u ced  
b r o n c h o c o str ic ito n , a low  p ro d u ctio n  o f  P G E ] has 
been  o b serv ed , seem in g ly  becau se  o f  deficien t C O X -2  
regu la tion  and  increase exp ressio n  o f  leu k o tr ien e-C 4  
sy n th a se  (39).
In co n c lu sio n , w e have sh ow n  th a t P G E ] is p resen t in  
sign ifican tly  h igher c o n cen tra tio n s  in su bjects w ith  e o s in ­
o p h ilic  bron ch itis  than  in a sth m a tic  a n d  co n tro l su bjects. 
W e su ggest that this e lev a tio n  in P G E ] co u ld  ex p la in  the  
different p h y sio lo g ica l fea tu res o b serv ed  in eo sin o p h ilic  
b ron ch itis  and  asth m a, b eca u se  o f  the p ro tectiv e  effect o f  
P G E ] in a irw ay tone and  resp o n siv en ess . T he find in gs in  
th is stu dy  have  p o ten tia l im p lica tio n s  to  ou r  u n d ersta n d ­
ing o f  the p a th o g en esis  o f  e o s in o p h ilic  b ron ch itis ,  
a lth o u g h  further stu d ies are required  to  d eterm ine  
w heth er o ther m ed ia tors are in v o lv ed  a n d  to  d eterm ine  
the m ech a n ism (s) a sso c ia ted  w ith  the beneficia l ro le  o f  
P G E ] in a irw ay resp on siven ess.
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Airway inflam m ation in occupational 
asthm a caused by styrene
To the Editor:
Styrene or phenylethylene has rarely been reported as 
a causative agent o f occupational asthma.'"^ This volatile 
monomer is widely used in the production o f polymers, 
copolymers, and reinforced plastics and is a reactive sol­
vent in the manufacture o f unsaturated polyester resins. 
Styrene is known as an irritant to the skin and mucous
membranes and has been associated with dysfunction o f  
the central nervous system. Workers in auto body shops 
may be exposed to styrene, because they use polyester 
resins in paints and car putty.
A  31-year-old man, a nonatopic and nonsmoker with 
persistent asthma, was referred for evaluation to the 
outpatient allergy clinic o f our hospital. He had worked 
as a painter in an auto body shop for 4 years on a regular 
8 -hour shift during the day. He did not wear any protective 
equipment. During the last year, he had experienced 
sneezing, nasal discharge, ocular itching, and nasal stuff­
iness as well as dyspnea, dry cough, and wheezing when 
working. Asthma symptoms were more intense at the end 
o f the work shift and at night, and he remained symptom- 
free during holidays and days off work. He handled paints 
containing hexamethylene di isocyanate (HDI) and poly­
ester resins and hardeners that included in their com posi­
tion styrene at a concentration o f 10% to 25%, as disclosed  
by product labels and material data safety sheets.
He was evaluated 4 months after he had left his job 
because o f asthma symptoms. After obtaining written in­
formed consent, 3 single-blind specific inhalation challenges 
(SICs) were performed in a 7-m^ challenge chamber on 
separate days. This chamber is made o f lacquered stainless 
steel (Telstar Projects SA, Madrid, Spain) and equipped 
with vacuum exhaust and high-efficiency particle arrest 
filtration. On visit 1, PC20 was measured, and sputum in­
duction was performed. On visit 2, the patient painted pla­
cebo solution (polyol) with a brush onto a cardboard for 5 
minutes. Spirometry was performed at 5, 10, 20, 30, 40, 
and 60 minutes after the inhalation challenge. From that 
moment, peak expiratory flow and FE V 1 were measured 
hourly with a computerized flowmeter (Amos, Jaeger, 
Germany) for 24 hours after challenge, respecting sleep­
ing time. On visit 3, the patient underwent a SIC with 
HDI. Twenty-four hours later, on visit 4, methacholine in­
halation test and sputum induction were performed again. 
Three days later, on visit 5, the patient painted the styrene 
solution (20 mL) on a cardboard for 4 minutes, and the 
following day, on visit 6 , a methacholine inhalation test 
and sputum induction were performed.
Physical examination, blood tests, and spirometry 
results were normal. Specific IgE against diisocyanates 
measured in the patient’s serum was negative. Specific IgE 
against styrene was assayed in duplicate by ELISA, using 
a concentration o f  20 p,g/mL and semm dilution series 
starting from 1 :2  as described elsewhere,^ and was also 
negative. Sputum was induced by hypertonic saline inhala­
tion and processed as previously described (both with and 
without dithiothreitol).^ Sputum samples were analyzed 
using flow cytometer scan cytometry (FACSCalibur flow 
cytometer; Becton Dickinson, San José, Calif). mAbs 
(Pharmingen, San Diego, Calif) used to identify cells 
were CD19, CD3, CD4, CDS, CD 16 , CD45, CCR3 
(B and T lymphocytes, neutrophils, and eosinophils), 
CD63, and C D w I25 (activated basophils).
At baseline (visit I), PC20 methacholine was 1 mg/mL. 
On visit 2 (sham exposure), no significant changes in 
F E V , were observed over the next 24 hours. On visit 3,
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Cells in sputum
35 - □  Ba.seline
■  24h  a fter  S IC  w ith  HDI 
D  24h  a fter  S IC  w ith  styren e3 0 -
2 5 -
2 0 -
15 -
1 0 -
EOS NEC T  C E L L S BASOPHILS
TABLE I. PC2 0  m ethacholine before and after SIC in the 
patient and 3 control subjects
(C C R 3 + C D I6 -) (C C R 3  C D H ^ ) (CD63+lgE+l
FIG 1. Comparison of differential cell counts in sputum at baseline 
and after specific inhalation challenge with HDI and styrene. 
Sputum eosinophils (CCR3‘CD16 ) and activated basophils 
(CD63 * IgE ' ) increased 24 hours after styrene challenge compared 
with baseline and HDI challenge. EOS, Eosinophils; NEU, 
neutrophils.
SIC with HDI at a concentration o f 15 ppb for 120 minutes 
elicited no reaction. No significant changes in FEV], PC20 
methacholine, or cell counts in induced sputum were 
observed 24 hours after the HDI challenge. On visit 5, 
the styrene challenge elicited an isolated late asthmatic 
response, with a maximum fall in FEV | o f 22% 11 hours 
after the provocation test. An increase in sputum eosino­
phils from 0.02 X  10^ to 0.43 X  10^ cells/mL and a strik­
ing increment o f  activated basophil counts in induced 
sputum were observed 24 hours after styrene SIC (Fig 1 ), 
but no significant changes were observed in PC20 metha­
choline. The results o f induced sputum analysis by flow  
cytometry did not vary with or without dithiothreitol.
Three subjects with suspected occupational asthma 
underwent the same challenge protocol with styrene, and 
no relevant changes in FEV 1 or PC20 methacholine were 
observed (Table I). The increase in eosinophil and baso­
phil counts in sputum after styrene SIC in the patient, as 
well as the negative results obtained with exposure to 
placebo and HDI, support the specificity o f  the airway 
reaction to styrene. A  rise in eosinophil counts in sputum 
greater than 0.26 X 10^ cells/mL after SIC^ or greater 
than 2 % after exposure at work^ are considered to be clin­
ically significant. An increase in basophil counts in in­
duced sputum has been found in atopic subjects with 
asthma^ and subjects with occupational a s th m a a fte r  
SIC. Interestingly, the number o f sputum basophils corre­
lated with airway hyperresponsiveness to methacholine.^
M oscato et aP reported 2 workers with work-related 
asthma symptoms on exposure to styrene, and in both 
cases, SIC with styrene elicited early asthmatic reactions. 
Hayes et aP reported an air frame technician with occupa­
tional asthma caused by styrene in whom SIC with this 
agent provoked a dual asthmatic response and increased
B aseline PC2 0  
(m g/m L)
PC2 0  24  h after 
SIC (m g/m L)
M axim um  drop  
in FEV, (%)
Patient
HDI SIC 1.0 2.3 5
Styrene SIC 2.3 2.7 22
Control 1
Styrene SIC 1.8 2.7 3
Control 2
Styrene SIC 1.7 2.0 5
Control 3
Styrene SIC >16 >16 4
responsiveness to inhaled histamine. However, evidence 
of lower airway inflammation had not been previously 
documented with styrene exposure. Oner et al"^  surveyed 
47 workers o f  the furniture industry with a history o f  
exposure to styrene. Although 3 workers had a positive 
methacholine test and 1 o f  them had a peak expiratory 
flow record compatible with occupational asthma, SIC 
with styrene in these 3 workers was negative.
Styrene is increasingly being used for the manufacture 
of a broad range o f materials. This agent may elicit upper 
and lower airway symptoms as well as airway inflamma­
tion. Although the underlying mechanism causing these 
events is still unknown, it appears to be similar to other 
low-molecular-weight agents causing immunologic occu­
pational asthma. The causative role o f styrene in occupa­
tional rhinitis and asthma should be investigated among 
workers exposed to this compound.
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Prolonged elevation of serum  tryp tase 
in idiopathic anaphylaxis
To the Editor:
Idiopathic anaphylaxis is a well described type o f 
anaphylaxis for which no identifiable provocative agent 
exists. ' Serum tryptase levels, a marker of mast cell activa­
tion, can be used in the diagnosis o f anaphylaxis.^ Only 
1 known case report exists o f elevated tryptase levels in 
a patient who had a single episode o f idiopathic anaphy­
laxis.^ We describe the case o f  a patient with idiopathic 
anaphylaxis and an elevated mature tryptase level —26 
hours after the onset o f symptoms.
The patient is a 54-year-old man who presented for 
office evaluation after having episodes o f anaphylaxis for 
more than 10 years. Symptoms during his episodes 
included urticaria, pruritus, facial and extremity angio- 
edema, nausea, vomiting, diarrhea, lightheadedness, syn­
cope, and documented hypotension. The severity o f  his 
episodes was variable from mild symptoms of angio- 
edema to more severe anaphylaxis with urticaria, an- 
gioedema, and hypotension necessitating emergency 
department admissions. The frequency o f his episodes 
varied between 4 and 18 per year, with an apparent 
increase in frequency the year before his evaluation. 
History failed to reveal an inciting factor, including 
exercise, foods, medications, and insect stings. His past 
medical history was notable only for hypertension treated 
with amlodipine. His physical examination while asymp­
tomatic was remarkable only for minimal nasal turbinate 
edema. Skin prick tests to a panel o f 79 foods and spices 
were negative. Food dye and preservative challenges were 
also negative. Complete blood count with differential, 
general chemistries. C l esterase inhibitor, and com ple­
ment levels were normal.
Based on his history and laboratory evaluation, a diag­
nosis o f  idiopathic anaphylaxis was made. The patient was 
initially instructed to have a serum tryptase level measured 
with his next episode. Two months later, approximately 
3 hours after eating breakfast, he developed pruritus and 
urticaria, m ild swelling o f his hands and feet, and
periorbital and lip edema, follow ed by throat tightness 
and severe gastrointestinal distress including nausea, vom ­
iting, and diarrhea. He also experienced lightheadedness 
that was orthostatic in nature. He received no medical 
treatment for this episode and simply stayed at home. In the 
past, the patient had used self-injectable epinephrine, but he 
found the relief very short-lived and therefore stopped 
using it.
During this episode, he began a 24-hour urine collection  
for methylimidazoleacetic acid. His methylimidazoleace- 
tic acid was elevated at 10.1 m g/24 h (normal < 5). 
Previous baseline 24-hour urine collection for histamine 
was normal.
The next day, his symptoms had resolved with the 
exception o f a few urticarial lesions. Approximately 26  
hours after the initial episode began, a serum tryptase level 
was measured at 110 ng/mL mature ((3) tryptase (normal 
mature tryptase < 1 ng/mL). All symptoms with the 
exception o f urticaria had resolved by the time this serum 
sample was obtained. Baseline serum obtained 6  months 
and 2 years later revealed mature tryptase levels o f < 1 ng/mL 
and total tryptase levels o f 2 and 3 ng/mL, respectively 
(normal total tryptase, 1-15 ng/mL). All tryptase assays 
were performed at Virginia Commonwealth University.
To our knowledge, this is just the second case report o f  
an elevated serum tryptase level in a patient with idio­
pathic anaphylaxis. In the previous case report, no men­
tion o f baseline tryptase levels or follow-up was made.^ 
The fact that our patient had transient elevations o f mature 
((3) tryptase and a urinary histamine metabolite with an 
acute episode and normal levels o f  both mature and total 
tryptase while asymptomatic strengthens the diagnosis 
of anaphylaxis involving mast cell activation and makes 
systemic mastocytosis unlikely. This patient has now  
been followed for 10  years, and although the frequency 
of his anaphylactic episodes has decreased substantially, 
no specific etiology has been determined. The mechanism  
of idiopathic anaphylaxis has yet to be elucidated, but it 
is important to make the diagnosis accurately early in the 
disease course, because the condition is known to recur.’ 
Although further investigation is needed, serum tryptase 
levels obtained during or even after an episode o f idio­
pathic anaphylaxis may aid in making the diagnosis 
correctly.
Previously, it has been shown that the half-life o f  serum 
mature tryptase is about 2  hours, and it has been suggested 
that tryptase should be checked within 4 hours o f an 
anaphylactic episode.'’ This case is unique because the e l­
evated tryptase level was drawn —26 hours after the onset 
of symptoms and approximately 1 2  hours after resolution 
of all symptoms with the exception o f a few urticarial 
lesions. This suggests that in som e individuals with ana­
phylaxis, a serum tryptase may be elevated well beyond 
this 4-hour interval. In som e patients suspected o f having 
anaphylaxis, serum samples may be available only more 
than 4 hours after the episode. In such cases, determination 
o f periacute and baseline tryptase levels may indeed be 
useful in securing a diagnosis o f  anaphylaxis involving 
mast cells.^
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explanation for our findings in the study. In conclusion, 
we extended here our original findings o f the effect o f  
the orobiotic strain in reducing risk o f eczem a through 
early childhood. Future studies are required to establish 
mechanisms of probiotic actions, also in the light o f  the 
novel barrier dysfunction theory, and their applicability 
in p evention o f atopic disease.
Wi thank Johanna Hvitfelt-Koskelainen, RN, for her invaluable 
help in the follow-up of the participants.
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Characterization of allergens from th e  fish 
bait Galleria mellonella
To the Editor:
Larvae o f insects and worms used as live fish bait can be 
a cause o f allergy in amateur fishers and occupationally 
exposed workers. Asthma, rhinitis, and contact urticaria 
have been associated with exposure and sensitization to 
G alleria mellonella  larvae (bee moth) in anglers and 
breeders.*"^ Villalta et al'* described that bee m oth’s
allergenic proteins are thermolabile, and their presence 
depends on the stage o f the larval development, the bee 
moth’s hemolymph being the most likely source.
W e report on a 49-year-old amateur fisher with a 
history o f smoking and a fixed-drug eruption to tetracy­
cline. In the previous 4 years, he had experienced several 
acute episodes o f sneezing, nasal itching, watery nose, 
and tearing. During the previous year, he had also de­
veloped exercise-induced asthma. He employed only bee 
moth as bait. His symptoms were so bothersome that he 
had to stop fishing on some occasions, but he took no 
medications.
Physical examination and blood tests results were 
normal. Total serum IgE concentration was 152 lU/mL. 
Skin prick tests with common aeroallergens were positive 
to grass pollen. A skin prick test was performed by 
puncturing the live wax moth larvae and then pricking the 
subject’s skin with the same lancet ( “prick-by-prick” 
technique). A positive skin response (I5-m m  diameter 
wheal) was obtained in the patient, whereas it was neg­
ative in 10  healthy control subjects not exposed to the 
bee moth.
Spirometry was normal. Because o f  the possible exer­
cise-induced asthma, a methacholine inhalation test was 
performed, which showed no airway hyperresponsiveness 
(PC20 >  16 mg/mL). Induced sputum was obtained and 
analyzed by flow cytometry as previously described.^ 
At baseline, induced sputum showed 1.14% eosinophils, 
53.35% neutrophils, 1.13% lymphocytes, 42.62% macro­
phages, 0.02% eosinophilic precursors, and 0.70% acti­
vated basophils. Real-time polymerase chain reaction in 
induced sputum cells (Applied Biosystems, Foster City, 
Calif) revealed relative mRNA expression o f  IL-5 (0.47), 
IL-10 (1.12), IL-13 (0.36), and vascular endothelial growth 
factor (VEGF) (1,13). mRNA values were normalized with 
rRNA gene used as endogen.
Specific inhalation challenge (SIC) with wax moth 
extract was performed as previously described^ in the 
patient and in 1 control nonatopic subject after obtaining 
written informed consent. The starting concentration for 
SIC was that eliciting a 3-mm wheal by end-point skin 
titration (0.01% weight/volume [wt/vol]). FEV, was then 
measured at 30 seconds, 5 minutes and 10 minutes after in­
halation o f the extract. Then, the extract concentration was 
duplicated until an FE V , fall o f  20% or greater in the first 
60 minutes was obtained. Rhinorrea, tearing, and sneezing 
together with a 20% fall in FE V , was observed 30 minutes 
after the challenge (2.5% wt/vol). Subsequently, FEV, 
was monitored with a computerized asthma monitor 
(AM I Jaeger, Hoechberg, Germany) every hour for the 
follow ing 24 hours, and no late asthmatic response was 
obtained. SIC was negative in the control subject.
Twenty-four hours after SIC, bronchial hyperrespon­
siveness to metacholine increased (PC20, 3.5 mg/mL) only 
in the patient. The development o f bronchial hyperre­
sponsiveness to methacholine after SIC may explain 
why the patient experienced exercise-induced asthma, 
which may be related to recurrent exposures to bee moth 
when fishing.
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FIG 1 Galleria m ellon ella  protein identification. A, SDS-PAGE with 
G m ellon ella  extract. B, Immunoblot with patient's serum. C, Im- 
munoblot with control's serum. C B l, Apolipophorin III (24 kd); 
CB2, 27k hemolymph protein (18 kd).
Induced sputum showed 5.6% eosinophils, 41.3%  
neutrophils, 3.5% lymphocytes, 49.36% macrophages, and 
0.06% activated basophils. Real-time quantitative polymer­
ase chain reaction in sputum cells showed an augmented 
mRNA expression of IL-5 (0.72) and IL-13 (0.97), whereas 
IL-10 (0.52) and VEGF (0.95) expression did not change 
significantly.
Sodium duodecyl sulphate-polyacrylamide gel elec­
trophoresis (SDS-PAGE) revealed several protein bands 
ranging from 6  kd to more than 116 kd. Immunonoblotting 
was performed using the patient’s serum diluted at 1/ 1 0 , 
incubated overnight, and revealed with a second antibody 
(antihuman IgE; horseradish peroxidase [HR?], Serotec, 
Oxford, UK) diluted at 1/5000. Two IgE-binding bands 
were identified in the G m ellonella  extract o f about 
24 kd and 18 kd. These bands were extracted from the 
gel, digested with trypsin, and the proteins were identified 
by mass spectrometry (MS) using matrix-assisted laser 
desorption ionization-time of flight and/or liquid chroma- 
tography-electrospray tonic tramp (liquid chromatography- 
mass spectrometry/mass spectrometry).^ W e used the 
National Center for Biotechnology Information database 
to compare the proteic sequences. These proteins corre­
sponded to 27 kd hemolymph protein and apolipophorin 
HI, respectively (Fig 1).
IgE-mediated allergy to G m ellonella , a fishing bait 
widely used in Europe, has been previously reported.'"^ 
Despite the fact that this arthropod is used in im munobiol­
ogy to evaluate microbial pathogenicity, only a few o f their 
proteins have been detected, purified, and characterized.^
We carried out the present study with the larval stage 
that the patient manipulated. When challenged, the patient 
developed a positive rhinoconjunctival and asthmatic 
reaction. Proteins recognized as allergens by this patient 
corresponded to a 27k hemolymph protein, a glycoprotein
precursor with an unknown function, and apolipophorin 
HI, a protein that plays an important role in lipid transport 
and lipoprotein metabolism in insects.
We report 2 new allergens, 27k hemolymph protein and 
apolipophorin HI, from G m ellonella  used as fish bait in a 
patient with rhinoconjunctivitis due to manipulation o f  
this wax moth. The clinical and immunological studies 
confirmed the involvement o f these allergens in the pa­
tient’s respiratory symptoms.
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Antiviral activity of hum an p-defensin 
3 against vaccinia virus
To the Editor:
Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin 
disorder that is associated with recurrent bacterial and viral 
skin infections.* This has prompted the Centers for D is­
ease Control and Prevention to exclude individuals with 
AD from smallpox vaccination with vaccinia vim s (VV)
ALLERGY™
A L L E R G Y  2 008:  6!: 1 3 7 - 1 4 1  •  ®  2008  THE A U T H O R S  •  J O U R N A L  C O M P I L A T I O N  ®  2008 BLACKWELL  M U N K S G A A R D
•  C O N T R I B U T I O N S  TO T H I S  S E C T I O N  W I L L  N O T  U N D E R G O  PEER R E V I E W .  B U T  W I L L  BE R E V I E W E D  BY T HE  A S S O C I A T E  E D I T O R S  •
Occupational as thma and 
rhinitis caused by eugenol  in 
a hai rdresser
s. Q u irc e * , M . F e rn a n d e z -N ie to , V. d e l P ozo , B. S a s t r e ,  
J .  S a s t r e
Keywords; e u g e n o :  in d u c e d  s p u tu m : ly m p h o c y te  
p ro l i f e r a t io n ;  o c c u p a t io n a l  a s th m a :  s p e c if ic  in h a la t io n  
c h a l le n g e .
E ugenol (C ioH iiO ?) and its isom er iso- 
eugen ol are w e.i-know n skin sensitizers 
giving rise to 
allergic contact 
derm atitis ( 1) 
and acute urti­
caria (2 ). These  
fragrance 
chem icals, 
how ever, have  
not been previ­
ously  described  
as a causative  
agent o f  occu ­
p ational asthm a (O A ).
W e report the case o f  a 30-year-old  
hairdresser, a nonsm oker. In the last 
year he had developed eczem a on his 
hands and he had suffered from  nasal 
stuffiness and rhinorrhea. O ver the last 
6 m onth s at work he had a lso developed  
ep isod es o f  chest tightness, dry cough  
and shortness o f  breath upon exposure  
to perfum es and lacquer. H is asthm a  
sym ptom s w orsened progressively and he 
w as treated in the em ergency room  
because o f  severe asthm a attacks on  
three occasions. He show ed  a m arked  
im provem ent aw ay from  w ork. W hen he 
w as exam ined in our outpatien t clinic 
he had been on a sick leave for 
6 m onths. At that time sp irom ety was 
norm al. B lood  tests and leukocyte  
differential count (102  eosinophils/m m ^) 
were w ithin  norm al lim its. Total 
serum  IgE was 168 kU/1.
A hairdresser developed 
rhinitis and asthma 
following occupational 
exposure to eugenol- 
containing perfumes, 
confirmed by specific  
inhalation challenge.
Patch testing w ith  European standard  
series show ed positive results to  cobalt 
chloride, potassiu m  d ichrom ate, fra­
grance m ix and isoeugenol ( +  ). Skin  
prick testing w as perform ed w ith  com ­
m on aeroallergens, latex and eu gen ol 2 % 
w /v  and all yielded  negative results.
Specific inhalation  challenge (SIC) 
w ith eugenol w as perform ed by a 2 m in  
nebulization  o f  the correspond ing  euge­
nol d ilution  in a 7 m^ challenge cham ber  
(3, 4). Sputum  w as induced by hypertonic  
saline inhalation  and processed as previ­
ously described (4). Sputum  sam ples were 
analyzed using P C  scan cytom etry  
(F A C SC alibur flow  cytom eter; Becton  
D ick in son , San José, C A , U S A ).
A t baseline (visit 1), PC 20 m ethacholine  
w as negative (P C 20 > 16 m g/m l). On  
visit 2 (sham  exposure) no significant 
changes in forced expiratory vo lu m e in 
1 s (F E V |)  w ere observed  over the fo l­
low ing 24 h. On visit 3, SIC w ith eugenol 
at a d ilu tion  o f  1/10 000  for 2 m in elicited  
no reaction. On visit 4, the eugen ol 
challenge at 1/1000  elicited rhinitis 
sym ptom s and an isolated  late asthm atic  
response. A n  increase in sputum  eo sin ­
ophils and lym ph ocytes were observed  
24 h after eu gen ol SIC (T able 1), and  
m ethacholine inhalation  test becam e  
positive (PC 20 2 m g/m l). A  hairdresser
d iagnosed  w ith O A  caused by persulfates 
(control subject) underw ent the sam e 
challenge p rotoco l w ith eugenol and no  
relevant changes in F E V , or P C 20 m eth­
acholine were observed.
Proliferation tests o f  peripheral b lood  
m ononuclear cells from  the patient and  
the control subject were perform ed by 
M T S assays (Prom ega C orp., M adison , 
W I, U S A ) w ith  different eugenol d ilu ­
tions in R P M I-1640 com pleted  w ith  10%  
FBS. A  striking different in the eugenol- 
induced proliferation  w as observed in the 
patient (15 tim es higher) as com pared to  
the control subject w ith the eugenol 
1/1000  d ilu tion , w hereas no significant 
difference w as observed in the eugenol-  
induced proliferation  betw een the patient 
and the control subject at the 1/100  and 
1/10 000  d ilu tions.
Baur et al. (5) reported a 44-year-old  
w om an, em ployed  for 26 years in a 
drugstore, w h o developed  asthm a sym p­
tom s w hile presenting custom ers with  
various perfum e brands. W ork­
place-related specific challenges with nine 
different brands o f  perfum es as w ell as 
SIC with one individual perfum e in this 
patient resulted in increased nasal airflow  
resistance and in significant bronchial 
obstruction  (5). A lthou gh  the m ajor  
agents involved  in O A and rhinitis in
Table 1. Total and differential cell count (cells,ml) in induced sputum at baseline and 24 h after specific 
inhalation challenge with eugenol (1,1000 v/v). A marked increase in the number of eosinophils (acti­
vated) and lymphocytes is observed
At baseline (xlO'’/ml) Post eugenol SIC (xlO^/ml) Increment (fold)
Total cell counts 2.36 8.38 3.55
Eosinophils 0.087 0.36 4.13
Neutrophils 1.96 5.8 2.96
Macrophages 0.298 2.11 7.1
Lymphocytes 0.005 0.059 11.8
Basophils 0.026 0.052 2
Eosinophil precursors 0.003 0.013 4.33
Eosinophils CD69 + 0.0004 0.003 7.5
Eosinophils CD25 -t- 0.0002 0.003 15
Eosinophils DR + 0.0009 0.004 4.44
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hairdressers are persulfates, and to a lesser 
extent permanent hair dyes, latex and 
paraphenylenediamine (6), these workers 
are also routinely exposed to perfumes 
and cosmetics containing eugenol (1).
The late asthmatic response and the 
increase in eosinophil and lymphocyte 
counts in sputum after eugenol SIC in 
the patient support the specificity o f  
the airway reaction to eugenol. The 
causative role o f  eugenol in occupational 
rhinitis and asthma should be investi­
gated among hairdressers, beauty shop  
and drugstore workers, and in dental 
personnel exposed to this compound.
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Injection site reactions  to 
TNF-di blocking agents  wi th 
positive skin tes ts
M . B e n u c c i* , M . M a n fr e d i ,  P  D em oly , P. C am pi
Key words: a d a l im u m a b ;  d ru g  e r u p t io n s ;  e t a n e r c e p t ;  
sk in  t e s t s ;  tu m o r  n e c r o s is  f a c to r - a  a n t a g o n is t s .
Tumor necrosis factor-a ( T N F - o t )  antag­
onists (infliximab, etanercept, and 
adalimumab) have dramatically 
improved the quality o f life o f patients 
with rheumatoid arthritis (RA) and 
psoriatic arthritis (FA). Both immediate 
and delayed adverse reactions have been 
described, suggesting type I and III 
hypersensitivity mechanisms; however.
Four patients with 
injection site reactions 
to etanercept and 
adalimumab and 
positive intradermal 
tests.
immunoglobulin  
(Ig) E-mediated 
or cell-mediated 
reactions have 
never been dem­
onstrated. We 
describe here
injection site _________
reactions (ISR)
consisting in edema, erythema, and 
itching o f at least 5-6 cm in diameter and 
lasting for 4 -5  days. Two patients with 
RA received subcutaneous administra­
tion o f  etanercept, a soluble recombinant 
T N F  receptor : Fc fusion protein, and 
two patients with PA received 
adalimumab, a recombinant fully human 
m onoclonal antibody anti-TNF-a.
Case 1: A 62-year-old female treated 
with methylprednisolone, hydroxychlo­
roquine, and methotrexate. Since the 
second administration o f  etanercept,
50 mg/week, an ISR occurred after 6 h.
Case 2: A 58-year-old female treated 
with methylprednisolone and methotrex­
ate. After 5 years o f  therapy with eta­
nercept, 50 mg/week, she noticed an ISR 
occurring quickly after 5 min, peaking at 
30 min and lasting for 4 days.
Case 3: A 65-year-old male. Sinee the 
third dose o f adalimumab, 40 mg/every 
other week, an ISR occurred after 24 h.
Case 4: A 61-year-old female. Since the 
sixth dose o f adalimumab, 40 mg/every 
other week, she noticed, after 12 h, an 
ISR which lasted for 3 -4  days.
All the patients were not atopic and 
had normal levels o f total IgE.
A vial o f  Enbrel (25 mg etanercept,
40 mg mannitol, 10 mg sucrose, 1.2 mg 
tromethamine in 1 ml water) and a 
prefilled pen o f  Humira (40 mg
T a b l e  1 . R e s u l t s  o f  s k i n  t e s t s
Etanercept* Adalimumab*
Prick Intradermal Prick Intradermal Intradermal Patch
Reading 20 min 15 min 15 min 15 min 24-48 h 20 min 15 min 24-48 h 24-18 h
Concentration (mg/ml) 25 5 1 0.1 5 50 5 50 50
Controls (10) 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Case 1 0/0 7/12 7/10 5/5 0/0
Case 2 0/0 6/15 6/6 0/0 0/0
Case 3 0/0 0/0 7/7 0/0
Case 4 0/0 0/0 7/15 0/0
*Diameter in millimeter of wheal/flare.
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Figure I. P l a s m a  t o t a l  I g E  a n d  I g E - t a i l p i e c e  l e v e l s  in  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  a t o p y .  T o t a l  I g E  ( A ,  C )  
a n d  I g E - t a i l p i e c e  ( B .  D )  l e v e l s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  in  p l a s m a  t a k e n  f r o m  f a m i l i e s  w i t h  m u l t i p l e - a s t h m a  
c h i l d r e n .  T h e s e  f a m i l i e s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  n o n - r e l a t e d  i n d i v i d u a l s ,  c o h o r t  1 p a r e n t s  (n =  8 0 ) ,  c o h o r t  2  
a s t h m a  s i b l i n g  A  ( n  =  3 3 )  a n d  c o h o r t  3  a s t h m a  s i b l i n g  B  ( n  =  3 4 ) .  A t o p y  w a s  d e f i n e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
h a y f e v e r  ( q u e s t i o n n a i r e )  o r  p o s i t i v e  s k i n  p r i c k  t e s t  ( S P T )  t o  c o m m o n  a l l e r g e n s .  T o t a l  I g E  d a t a  w e r e  n o t  
n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  ( h i s t o g r a m  n o t  s h o w n ) ;  t h e r e f o r e ,  m e d i a n s  w e r e  c o m p a r e d  u s i n g  t h e  M a n n - W h i t n e y  
f / - t e s t .  I g E - t a i l p i e c e  d a t a  w e r e  n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  ( h i s t o g r a m  n o t  s h o w n )  a n d  t h e r e f o r e  m e a n s  w e r e  
c o m p a r e d  u s i n g  S t u d e n t ' s  / - t e s t .  D a t a  r e p r e s e n t  a l l  d a t a  p o i n t s  i n  t h e  a b s e n c e  ( s q u a r e s )  o r  p r e s e n c e  
( t r i a n g l e s )  o f  a t o p y  w i t h  m e d i a n  o r  m e a n  v a l u e s  s h o w n  f o r  t o t a l  I g E  a n d  I g E  t a i l p i e c e ,  r e s p e c t i v e l y .
levels o f  IgE and lung function . The task  
ahead will be to investigate IgE-tp levels 
in other con d ition s, such as helm inth  
in fection , w here total IgE levels are far 
higher than that for allergy and the Th2  
im m une response is m ore prom inent (6).
W e thank P rofessor Ian H all for pro­
viding access to the N ottin gh am  Fam ily  
sam ples. W e w ou ld  a lso  like to thank  
P rofessor Sherie M orrison  (U niversity o f  
C aliforn ia, L os A ngeles) and D r Ke 
Z hang (U n iversity  o f  C alifornia, Los 
A ngeles) for their kind gifts o f  the 
recom binant hum an IgE -T p and anti- 
IgE -Tp specific m on oc lon a l A b 367, 
respectively.
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Occupat ional  as thma due to 
tampico fiber from agave 
leaves
s. Q u irc e * , M . F e r n a n d e z - N ie to ,  C. P a s to r ,  B. S a s t r e ,  
J .  S a s t r e
Key words: e x h a le d  n itr ic  o x id e ; in d u c e d  s p u tu m ; 
o c c u p a t io n a l  a s th m a ;  s p e c if ic  in h a la t io n  c h a l le n g e ;  
ta m p ic o  fiber.
T am pico fiber is extracted from  the leaves 
o f  A g a ve  lechugilla  which grow s m ainly in 
M exico. The
Two brush-making 
workers who 
developed asthma and 
rhinitis symptoms 
following occupational 
exposure to tampico 
fiber are reported.
m aterial is used  
extensively for 
m aking yard 
broom s, deck  
brushes and bath  
brushes. A gave- 
induced irritant 
contact derm ati­
tis has been pre­
viou sly  reported — — — — —  
am ong w orkers
w ith A gave tequilana  for tequila m aking  
(I , 2). A llergic reactions caused by 
tam pico fibers have not been previously  
reported.
W e surveyed the five em ployees (tw o  
supervisors and three m achine operators) 
at a brush m aking-p lant. T he tw o super­
visors (patients 1 and 2 ), w ho were 
brothers and had been exposed  to tam p­
ico for 13 and 10 years, respectively, 
reported w ork-related rhinitis and  
asthm a sym ptom s. Patient 1 a lso  experi­
enced localized  contact urticaria with  
tam pico fiber. Patient 1 had experienced
©  2008 T h e  A u th o r s
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Figure  / .  S Ü S - P A G H  ( A )  a n d  i m m u n o b l o t t i n g  ( B )  o f  t a m p i c o  f i b e r s  s h o w i n g  I g E - b i n d i n g  b a n d s  w i t h  
s e r u m  f r o m  t h e  t w o  p a t i e n t s  ( l a n e s  I a n d  2 )  a n d  n o  r e a c t i v i t y  w i t h  n e g a t i v e  c o n t r o l  s e r u m  ( l a n e  3 ) .
rhinitis and asthm a sym ptom s for 10 and  
2 years, and patient 2 for 8 and 5 years, 
respectively. The rem aining w orkers did  
n ot report sym ptom s at w ork. Exhaled  
nitric ox id e (eN O ) m easurem ents 
(N ioxm in o; A erocrine, Solna, Sw eden) 
perform ed at the end o f  the work shift 
w ere elevated only in the two sym p to­
m atic  em ployees (44 and 83 ppb), 
w hereas they were norm al in the 
rem ain ing w orkers ( < 23 ppb). The m ean  
con cen tration  o f  total dust particles in 
the brush-m aking plant during an ord in ­
ary w ork shift using a laser-based aerosol 
m on itor  (D ustT rack  m odel 8520; TSI,
St. Paul, M N , U S A ) w as 0 .42 mg/m^ 
(range: 0 .2 8 -0 .6 8 ).
A fter obta in ing  written inform ed co n ­
sent, single blind specific inhalation  ch al­
lenges (SIC ) were carried out. On visit 1, 
m eth ach olin e inhalation  test and sputum  
induction  w as perform ed. On visit 2, the 
patients underw ent a SIC with nebulized  
aq u eou s tam pico extract (3). T w enty-four  
hours later, on  visit 3, sputum  induction  
w as perform ed again. On visit 4, a week  
apart from  the tam pico SIC, the patients 
underw ent a SIC with horsehair extract.
Spirom etry results were norm al. Spu­
tum  w as processed as previously  
described (4) and analyzed using FC  
scan cytom etry  (FA C SC alibur flow  
cytom eter; B ecton D ick in son , San José, 
C A , U S A ). M on oclon a l antibodies 
(Pharm ingen , San D ieg o , C A , U S A ) used
to identify sputum  cells are described  
elsew here (4).
Skin prick testing w ith tam pico extract 
10% w /v  w as positive in patient 1 (5 m m ) 
and patient 2 (3 m m ), w hereas it was 
negative with horsehair extract. Both  
patients a lso  had positive skin prick tests 
to grass pollen , and patient 2 to house  
dust m ites and cat and dog  dander. The  
rem aining w orkers had negative skin tests 
to tam pico  and horsehair extracts.
P C iotnethacholine w as 0.9 m g/m l 
(patient 1) and 8 m g/m l (patient 2). SIC  
with tam p ico  at 10% w /v elicited an 
isolated  early asthm atic response in both  
patients. A n increase in sputum  total cell 
count and neutrophils count (about 
threefold) as w ell as in eosinophil cou n ts  
(fourfold) in induced sputum  were o b ­
served 24 h after SIC. T w o  subjects with  
asthm a underw ent the sam e challenge  
protoco l w ith  tam pico  and no relevant 
changes in forced expiratory vo lu m e in 
1 s or sputum  were observed. The  
increase in eosinop h il counts in sputum  
after tam pico SIC in the patients, as well 
as the negative results obtained  w ith  
exposure to horsehair support the speci­
ficity o f  the airw ay reaction to tam pico. 
There is still conflicting evidence regard­
ing the usefu lness o f  eN O  in the investi­
gation  o f  occu p ational asthm a (5).
A study reported an increase o f  eN O  in 
ind ividuals w ith sym ptom s o f  asthm a  
when exp osed  to laboratory anim als (6 ).
Sodium  d od ecylsu lphate-polyacryl-  
am ide gel e lectrophoresis revealed several 
protein  bands ranging from  14 to 97 k D a  
(F ig  1 A ). Im m u non ob lo ttin g  w as per­
form ed using the p a tien t’s serum diluted  
at 1/ 10, incubated  overnight, and 
revealed w ith  a secon d  antibody  
(antihum an IgE) d iluted  at 1/5000.
Three IgE -b ind ing bands were 
recognized in the tam pico extract o f  
ab ou t 31, 39 and 43 k D a  (Fig. IB). T hese  
results p oin t out that tam pico fibers m ay  
give rise to  upper and low er airway  
sym ptom s as well as to airway inflam ­
m ation  through an IgE -dependent 
m echanism .
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Serum vascular  endothel ial  
growth factor and subl ingual  
immunotherapy
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Allergic rhinitis (AR) is characterized by 
an inflammatory
reaction, sus- ygscular endothelial
tamed by Th2
polarization  (I). 9'OWtll factor serum
In this regard, level Is reduced in 
angiogenesis is a allergic patients, 
complex and sublingual
multifaceted immunotherapy
increases it.process including ;
endothelial cell ______________________
proliferation and
migration, recruitment o f pericytes, and a 
maturation process (2). This sequence is 
tightly integrated and mediated by a 
balance between pro-angiogenic factors, 
including vascular endothelial growth 
factor (VEG F), angiopoietins, angioge- 
nins, and a range o f  chemokines, and
8 0 0 -
6 0 0 -
1 ) 4 0 0 -
2 0 0 .
0 -
anti-angiogenic factors, such as endosta- 
tin and constatin. Anyway, the most 
necessary and sufficient angiogenic pro­
tein is VEGF.
Vascular endothelial growth factor has 
been implicated as a driver not only o f  
airway angiogenesis but also o f  enhanced 
allergic sensitization, upregulated Th2 
inflammatory response, mucus gland 
hyperplasia, induction o f  metallopro- 
teinase, chemotaxis for m onocytes and 
eosinophils, airway edema, and airway 
hyperreactivity (3). Recently, it has been 
shown that VEGF is over-expressed in 
the nasal mucosa o f patients with sea­
sonal AR (4) and might be associated 
with the link between rhinitis and asthma 
(5). Sublingual immunotherapy (SLIT) is 
the unique causal treatment for A R  
affecting immune response (6).
Thus, the aim o f this preliminary study 
was to evaluate serum VEGF levels in a 
cohort o f AR patients, enrolled outside 
pollen season, and treated with a 
preseasonal course (3 months) o f  SLIT 
(Anallergo, Florence, Italy) and 
compared with healthy controls.
Forty patients (19 males and 21 
females, mean age 38.86 years), with 
pollen allergy, and 15 normal subjects 
(eight males and seven females, mean age 
43 years) were evaluated. Patients’ blood 
samples for assessing VEGF serum levels 
were collected before initiating SLIT 
(baseline), after 3 month preseasonal 
SLIT course, and three months after.
The study was conducted with the 
approval o f  the local Ethics Committee 
and performed with the written 
informed consent o f all participants.
p=o
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Figure  / .  V E G F  s e r u m  l e v e l s  i n  p a t i e n t s  w i t h  p o l l e n  A R  e v a l u a t e d  b e f o r e  ( 0 ) ,  a f t e r  a  3 - m o n t h  p r e s e a ­
s o n a l  S L I T  c o u r s e  ( 3 ) ,  a n d  a f t e r  3  m o n t h s  ( 6 ) ,  a n d  i n  h e a l t h y  s u b j e c t s .
The human VEG F Immunoassay (R& D  
Systems, Milan, Italy) was performed 
according to the Manufacturer’s 
Instructions and expressed as gg/ml.
The W ilcoxon test and Pearson’s test 
were used, for statistical analyses The 
package ‘s - p l u s ’ (M athSoft Corp,
Rome, Italy) was used for all analyses.
Vascular endothelial growth factor 
serum levels were 532.09 pg/ml 
(± 2 6 2 .6  SD) in normal subjects. In 
allergic patients, VEGF serum levels were 
159.92 pg/ml (± 4 0 8 .2 9  SD) at baseline 
and were significantly lower than in 
normal subjects (P = 0) as reported in 
Fig. 1. At the end o f  preseasonal SLIT 
course, i.e. after 3 months, VEGF serum 
levels significantly increased to 
373.10 pg/ml (± 2 6 4 .9 8  SD ) in compari­
son with baseline levels. After 3 months, 
VEGF further increased to 404.65 pg/ml 
(± 2 0 6 .9 9  SD), but without significant 
difference with the previous one. Finally, 
there was a significant correlation 
between times {P = 0.0005).
The findings o f this preliminary study 
are surprising for two main reasons: 
firstly VEG F serum levels are signifi­
cantly lower in AR patients than in 
normals. It is completely conflicting with 
previous studies (4, 5). However, these 
studies were conducted in symptomatic 
patients as exposed to pollens, whereas 
our patients were symptomless as they 
were initially studied outside the pollen 
season.
Secondly, SLIT induced an increase 
of VEG F serum levels. It may appear a 
paradox as VEGF may be considered a 
marker o f allergic inflammation as it 
was reported to be over-expressed dur­
ing acute phase o f pollen AR. However, 
it is well known that SLIT is able to 
reduce the severity o f allergic symptoms 
and the use o f rescue medications 
down-regulating Th2-mediated inflam­
mation (6).
A possible hypothesized explanation of  
this aberrant phenomenon might be that 
the VEG F over-expression mainly occurs 
at the level o f the target organ, such as 
the nose, where it is effectively and 
significantly increased. Thus, this local 
‘capture’ might justify the low ‘peripheral’ 
VEG F levels in basal conditions. M ore­
over, VEG F serum levels might reduce at 
nasal levels and consequently increase in 
the serum after SLIT.
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VIT, provided the cells are stim ulated subm axim ally. As 
summarized in the Figure, the observation that VIT decreases 
basophil sensitivity is confirmed in an extended analysis o f  35 
patients who stopped VIT after 5 years o f treatment. Moreover, 
basophil sensitivity remains decreased after discontinuing  
VIT for I year.
In conclusion, although not all issues have been resolved, the 
BAT is a reliable additional tool for the diagnosis o f hymenoptera 
venom allergy. With respect to the follow-up o f VIT, there is 
evidence that treatment decreases the sensitivity of basophils and the 
BAT to the extent that therapy cannot be successfully monitored.
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Nonasthm atic eosinoph ilic  bronchitis is characterized  
by chronic cough , sputum eosinoph ilia , and absence o f  
airway hyperresponsiveness to methacholine. Som e cases o f  
eosinophilic bronchitis are caused by work-related exposure 
to low- and high-m olecular-weight allergens [1,2].
We describe the case o f a 5 1-year-old nonsmoking woman 
who had been in charge o f  a bakery-patisserie for 14 years. 
She presented with an 8-year history o f  persistent chronic 
cough and tenacious sputum, but no wheezing or dyspnea. Her 
symptoms improved during holidays and nonworking days and 
worsened during workdays, especially when she was close to 
the bakery workroom. She had taken antitussive medication  
with no clinical improvement. Com m on causes o f  chronic 
cough, including gastroesophageal reflux, were ruled out.
The results o f  the physical examination were normal, as 
were the chest and sinus radiography findings. The absolute 
eosinophil count in peripheral blood was 100/pL. Skin prick 
tests were performed with wheat, rye, com , barley, soy, oat 
flour extracts (5% w /v), fungal a-am ylase (I m g/m L), and 
common aeroallergens supplied by Bial-Aristegui (B ilbao, 
Spain) and ALK -Abello (Madrid, Spain). Skin prick testing 
was positive for fungal a-am ylase ( 12-mm wheal) and negative 
for the other allergens tested, including wheat flour. The total 
serum im m unoglobulin (Ig) E level (Phadia CAP, Uppsala, 
Sw eden) w as 142 kU^/L. Seru m -sp ecific  IgE to fungal 
a-am ylase was 3.83 kÛ^/L, and to wheat flour 1.07 kU yU . 
IgE determinations to other cereal flours and baking additives 
were negative.
Spirometry revealed a forced vital capacity (FVC) o f  3.7 L 
(106% predicted), a forced expiratory volum e in 1 second  
(F E V j)of3 .2  L(108%  predicted) and a ratio o f FEV ^ to FVC of  
87%, with no significant changes after inhalation o f salbutamol. 
Methacholine inhalation testing with the dosimeter method was 
performed on 3 separate occasions and did not reveal bronchial 
hyperresponsiveness (provocative concentration leading to a 
20% fall in baseline FEV^ > 16 mg/mL). Peak expiratory flow  
monitoring for 15 days at work and 15 days o ff work revealed
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no significant daily variability. Specific inhalation challenge  
(SIC) was performed with fungal a-am ylase and with wheat 
flour as previously described [3]. The patient developed dry 
cough during the challenges, but neither asthmatic reactions 
nor changes in methacholine responsiveness were observed  
24 hours after the SIC.
Differential cell counts in induced sputum sam ples [4] 
show ed 4.2%  eosinoph ils when the patient was at work 
(within 24 h o f an ordinary shift), and 1.1% after a period 
o f 2 weeks away from work (baseline). SIC was performed 
again with a-am ylase and 4 weeks later with wheat flour, 
and no asthmatic responses were observed. Results o f  the 
methacholine inhalation tests 24 h after the SICs were negative 
again. However, the differential cell count in induced sputum  
increased from less than 2% eosinophils to 33.3% 24 hours 
after SIC with a-am ylase, and to 12.4% 24 hours after the 
SIC with wheat flour.
The patient was diagnosed with occupational eosinophilic  
bronchitis due to sensitization to fungal a-am ylase and wheat 
flour. After 3 months o f  treatment with budesonide (800 pg 
daily) the cough subsided completely.
The causative agents o f eosinophilic bronchitis in the 
w orkplace have rarely been established [1 ,2 ]. C hallenge  
exposure to acrylate-containing glue in a worker at a company 
that produced weather strips for vehicles [1], to latex gloves 
in a nurse [2], and to wheat flour in a baker [5] resulted in a 
marked increase in sputum eosinophilia in the absence o f  both 
airflow obstruction and bronchial hyperresponsiveness. In 
addition, occupational eosinophilic bronchitis caused by low- 
m olecular-weight agents such as diisocyanates [5], welding 
fumes [6], formaldehyde [6], and chloramine-T [7] has also 
been reported.
It is not known why patients with eosinophilic bronchitis do 
not have airway hyperresponsiveness despite the eosinophilic 
bronchial inflammation. A  recent study suggests that the 
difference in airway function observed in subjects with 
eosinophilic bronchitis and asthma could be due to differences 
in prostaglandin E , production in the airways [8 ].
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Changes in Sputum Eicosanoids and 
Inflammatory Markers After Inhalation 
Challenges With Occupational Agents
Mar Femandez-Nieto, MD; Beatriz Sastre, BS; Joaquin Sastre, MD, PhD, FCCP; 
Carlos Lahoz, MD, PhD; Santiago Quirce, MD, PhD; Mauro Madero, MD; 
and Victoria del Pozo, PhD
B a c k g ro u n d :  An in crease in cystein yl-leu kotrienes (LTs) after sp ecific  inhalation  ch a llen ge (SIC) 
with com m on a llergen s in patien ts w ith  atop ic asthm a has b een  show n previously, hut there are 
scarce data w ith occupational agen ts . W e sought to d eterm in e w h eth er  th ere  are d ifferen ces in 
low er airw ay inflam m atory m arkers and th e  production  o f  cytok ines and eicosanoids betw een  
patients w ith  a positive or n egative  SIC resp on se  to  occupational agents.
M eth o d s:  T w enty-six patients w ith su sp ected  occupational asthm a and 13 health y  control subjects 
w ere studied . Spirom etry, m eth ach o lin e  ch a llen ge, and sputum  induction  w ere perform ed  at 
baselin e  and 24 h after SIC w ith occupational agents. Several cytokines and inflam m atory  
m ediators, includ ing  eicosan o id s, w ere  m easured  in sputum .
R esu lts:  Twenty-six SICs w ere  carried  ou t w ith h igh-m olecu lar-w eigh t or low -m olecular-w eight 
agents, and  th e  responses w ere  positive in 18 patients. SIC e lic ited  n in e  early  asthm atic 
resp on ses, tw o dual asthm atic resp on ses, and seven  iso lated  la te  asthm atic responses. S ignificant 
in crem en ts in sputum  eosin op h il counts w ere  found only in patien ts w ith positive SIC responses  
com pared  w ith baselin e  values. In ter leu k in -10 levels w ere d ecreased  in patients w ith positive and  
n egative SIC respon ses com p ared  to th ose  in healthy contro l subjects. A significant increase  
(p < 0.05) in the L T C ^prostaglandin  Eg (PGEg) ratio was ob served  in patients a fter positive SIC  
responses com pared  to those w ith n ega tive  SIC responses.
C o n c lu s io n s:  O verexpression  o f  LTC4, relative underproduction  o f  PGEg, and greater  airway 
eosinop h ilia  w ere  observed  in  p atien ts w ith  positive SIC resp on ses.
(C H E S T  2 0 0 9 ; 1 3 6 :1 3 0 8 -1 3 1 5 )
Abbreviations; cysLT = c\'steinyl-leukotriene; DTT =  ditliiotlireitol; FITC = fluorescein isothiocyanate; HMW =  high 
molecular weight; IFN = interferon; IL =  interleukin; LMW =  low molecular weight; LT =  leukotriene; OA =  
occupational asthma; PBS -  phosphate-buffered saline; PCgo =  provocative concentration of a substance causing a 20% 
fall in FEV,; PE = phycoeiythriu; P G E , =  prostaglandin E.y, SIC =  specific inhalation challenge; Th -  T helper; 
TNE =  tumor necrosis factor
T  nduced sputum is a useful, noninvasive tool for 
the diagnosis and monitoring of occupational 
asthma (OA).' Patients with OA show an increase in 
the number of eosinophils in sputum at work com-
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w eig h t (L M W ) a g e n ts /-^  but an in crease  in  n e u ­
trop h ils also has b een  found,'*’ " e sp ec ia lly  after  
exp osu re to  d iisocyan ates. T h e in crease  in spu tum  
e o sin o p h ils  has b een  proposed '*'’ as a sen sitive  
m arker o f  th e  bronchial resp o n se  to  occu p ation a l 
agents.
In th e  airway inflam m atory process o f  OA, eosin ­
ophilia  is associated w ith an increased  num ber o f  T 
cells, especia lly  lym phocyte subsets (C D 4 + /C D 8 + ) ,  
w hich exhibit signs o f  a c t i v a t i o n . I t  has been  
suggested'^* that C D 8 +  cells also are key in OA, with  
an IgE -in d ep en d en t m echanism .
Hallstrand et al'-'’ reported an increase in the  
leukotriene (LT) C yprostaglandin  Eg (PG E g) ratio 
in sputum in response to exercise challenge in patients 
w ith asthm a. In patients w ith isocyanate-induced  
asthm a, L em iere et al'** found an increase in sputum  
L T B 4  and interleukin (IL ) - 8  after exposure to iso­
cyanates com pared w ith baseline levels, w hereas no  
increase was found in LTC 4 . In this study, w e  
assessed  changes in the LTC 4  and PGEg concentra­
tions in induced  sputum  before and after SIC with  
occu p ation a l agents in a group  o f  p a tien ts  with  
su sp ected  OA induced  by H M W  or L M W  agents as 
w ell as changes in sputum  cell counts and cytokine  
expression.
Table 1— C lin ica l C h a ra cteris tic s  o f  S u b jec ts
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s
Suhjects
Twenty-six patients with suspected OA caused by HMW or 
LMW occupational agents and L3 healthy control subjects were 
enrolled in the study. All subjects were recniited from the 
Fundacion Jimenez Diaz Allergy Clinic (Madrid, Spain). The 
subjects’ clinical characteristics are shown in Table 1.
Studij Protocol
On the first day (control day), a full medical and occupational 
history was completed. For patients wbo were receiving therapy 
vHth inhaled corticosteroids (n — 26), the drugs were withdrawn 
for at least 1 week before sputum induction. No patient was 
receiving LT modifiers or nonsteroidal anti-inflammatory drugs. 
Spirometry and methacholine challenge were performed as 
described elsew here.'' These tests, together with sputum induc­
tion, were performed at baseline and 24 h after SIC with 
occupational agents. This study was approved by our Institutional 
Clinical Trials and Ethics Committee, and all subjects gave 
written informed consent to participate in the study.
SZC.S
SIC with LMW agents was performed as previously de­
scribed.'-'* SIC witlr HMW agents was carried out following the 
tidal breathing inhalation method as previously described.'^
S pu tum  Induction and Processing
Sputum was induced with inhalations o f increasing concentra­
tions (3%, 4%, and 5%) of hypertonic saline solution,^" and was
Characteristics
Healthy 
Control 
Subjects 
(n = 13)
Patients With 
Negative SIC 
Responses 
(n = 8 )
Patients With 
Positive SIC 
Responses 
(n = 18)
Age, yr 24(21-43) 42(21-57) .32.5(18-52)
Male gender 5 (45.5) 4 (.50) 12 (66.6)
Atopy 0 3 (.37.5) 13 (72.2)
Duration of 0 0.75 (0.1-5) 2 (0..5-10)
symptoms, yr
Smoking
history, %
Current 0 0 11.1
Ex-smoker 0 .37.5 16.6
Nonsmoker 100 62.5 72.2
FEV,, % 104 (98-1.30) 98.5 (87.1-128) 97 (41-119)
predicted
FEV,/FVC 86(82-91) 83 (71.4-85) 80.7 (64.9-90)
ratio, %
PC20 ND 10.051 3.101
methacholine.
mg/mL*
Values are presented as the median (range) or No. (%), unless 
otherwise indicated. ND = not done.
*PC2o >  16 mg/mL. 
f Geometric mean.
processed and examined for nonsquamous cell counts, as previ­
ously described,^' and following European Respiratory Society^^ 
recommendations. Solid sputum material was selected from 
saliva, divided, and processed within 2 h by two parallel proce­
dures. The protocol used was previously described^ ' and slightly 
modified. Sputum was treated with a 0.1% dithiothreitol (DTT) 
solution to improve cell dispersion. Sputum was treated with a 
similar volume of DTT and incubated on a shaker at 37° C for 15 
min. To prevent the effect o f DTT on the cell suspension, an 
equal volume of Dulbecco phosphate-buffered saline (PBS) 
solution was added. Mucus was then removed by means of 
filtration through a lOO-pm-pore nylon mesh, and the filtrate was 
centrifuged at 400g for 10 min to sediment any cells present. The 
supernatant was aliquoted and stored at -8 0 °C  until analysis. 
The pellet was resuspended in a FBS solution, bovine serum 
albumin, and ethylenediaminetetraacetic acid wash. The total cell 
count, viability, and percentage of squamous cells were deter­
mined by trypan blue exclusion staining. The pellet was adjusted 
for I X 10*’ cells/mL with a PBS solution containing 2% fetal calf 
serum for flow cytometry. The rest o f the cell suspension was 
resuspended (TRIzol; Invitrogen; Carlsbad, CA) and stored at 
— 80°C until used.
Flow C ytom etry o f  Spu tum  Cells
For each test, 100 p,L of sputum cell suspension was incubated 
with 3 pL  of each monoclonal antibody (BD Biosciences; San 
Jose, CA) for 30 min at 4°C in the dark. Cells were washed with 
PBS solution containing 2% fetal calf serum and resuspended in 
400 pL  o f  PBS solution containing 2% fetal calf serum. Subse­
quently, the cells were identified with a two-laser, five-parameter 
flow c}4ometer (FACSCalibur; BD Biosciences) and analyzed 
using computer software (Cell Quest; BD Biosciences). T)pically, 
10,000 to 50,000 total cells were collected and analyzed per 
sample. All sputum cell samples were stained with phycoerythrin
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(PE)-Cy5-conjugated aiitihuman C D 45 monoclonal antibody to 
exclude all nonleukocyte cells in each test. The panel consisted  
o f CCR3 fluorescein isothiocyanate (FITC)/CD16 PE, CCR3 
FITC/DR PE, C D 69 FITC/CD16 PE, C D 14 FITC/DR PE, 
C D 4 FITC/CD2 PE, C D 4 FITC/CD 25 PE, C D 19 FITC/CD2 
PE, CD.34 FITC /C D w l25 PE, CD63 FITC/IgE PE, and isotype 
control (BD Biosciences), which were used to establish back­
ground fluorescence for each fluorochrome.
M easm em ent o f  Soluhle M ediators, Cytokines, and Eicosanoids
W e analyzed IL-5, IL-10, IL-1, IL -8 , interferon (IFN )-y, 
and tumor necrosis factor (T N F )-a  by enzym e-linked im m u­
nosorbent assay (or ELISA) kits (Bender M edSystem s GmbM; 
V ienna Austria). The detection limit o f these assays was 
between 0.99 and pg/m l (1.45, 0.99, 1.06, 5, 0.99, and 
3 .83 pg/inL, respectively). All tbese assays have different 
co efficen t o f  variations for intraassay (6 .6 %, 3.2%, 5.4%, 
4.1%, 4.5%, and 6.9%, respectively) and interassay (6 .8%, 
5.6%, <  10%, 10.9%, 5.7%, and 7.4%, respectively). M ore­
over, we tested two types o f lipidic mediators, PCEg and 
LTC.,, by enzym e-linked im m unosorbent assay (Cayman 
Chemical Company; Ann Arbor, MI). Previously, to test lipid 
mediators, sputa w ere treated to rem ove protein and other 
contaminants that could interfere vsdth the assay. In all 
subjects, mediators were m easured in neat supernatants in 
duplicate. PCE^ assay sbows a detection  limit o f 2 pg/mL, with 
a coefficient o f variation for intraassay values o f  5% and a 
coefficient o f variation for interassay values o f 4%, with a 
specificity o f  100%. The LTC^ assay has a detection limit o f 13 
pg/mL. a specificity o f 100%, and a coeffic ient o f variation for 
intraassay values and interassay values o f 8 % and 10%, 
respectively.
We developed several experiments to analyze a possible effect 
o f DTT in these kinds o f experiments. We observed that this 
factor does not exercise any effect in the evaluation of lipid 
mediators. This conclusion has been observed bv others.
Statistical Analysis
Subject characteristics were described with descriptive statis­
tics and expressed as means and SDs. All measures were 
performed in a blinded fashion. Comparisons o f mediator con­
centration and sputum-different cell counts across the three 
groups and between the groups were performed with Kruskal- 
Wallis test and Mann-Whitney U test, and analysis of variance 
and unpaired t test with W elch correction for nonparametric data 
and parametric data, respectively. Normality was analyzed with 
the Kolmogorov-Smirnov test. A difference was considered to be 
significant wiien p was <  0.05. Statistical analyses were per­
formed with a statistical software package (CraphPad InStat3; 
Graph Pad Software Inc; San Diego, CA).
R e s u l t s
Twenty-six SICs were carried out and elicited nine 
early asthmatic responses, two dual asthmatic re­
sponses, and seven isolated late asthmatic responses. 
The implicated occupational agents were LMW agents, 
including isocyanates (n = 7), eugenol (n = 1), form­
aldehyde (n = 1), and HMW agents, including latex 
(n = 3), tampico fiber (n = 1), wheat Hour (n = 3),
fungal a-amylase (n = 1 ), and esparto grass fiber 
(n — 1). The eight subjects with negative SIC responses 
were exposed to LMW agents, including isocyanates 
(n = 1), formaldehyde (n = 1), styrene (n = I), cutting 
mineral oil (n = 1 ), wood (n = 1 ), and glutaraldehye 
(n = I), and an HMW agent, latex (n = 2).
All patients with positive SIC responses but one 
had a positive methacholine test result at baseline, 
and seven patients had a twofold or greater increase 
in provocative concentration of a substance 
(methacholine) causing a 20% fall in FEVj (PC2 0 ) 
that was observed 24 h after SIC. In five patients 
with negative SIC responses, methacholine PCgo was 
>  16 mg/mL, and none changed after SIC.
Dijferential Sputum Cell Counts
Fifty-two sputum samples from patients with pos­
itive and negative SIC responses and healthy control 
subjects were analyTied. Sputum samples had <  10% 
squamous epithelial cells and > 85% cell viability 
(Table 2).
Macrophage counts showed differences between a 
control group (55.17%) and the other groups (nega­
tive SIC responses, 17.52%; positive SIC responses, 
28.7% at baseline and 32.27% post-SIC; p <  0.05). 
In the case of neutrophils, patients with positive SIC 
responses both at baseline and post-SIC showed a 
significantly higher percentage than healthy control 
subjects (63.37% and 62.15% vs 38.34%, respec­
tively; p <  0.01 and p <  0.05, respectively); the per­
centage of this cellular type in patients with negative 
SIC responses was similar to that in healthy control 
subjects. Figure IB shows the individual variations in 
the percentage of neutrophils after SIC.
Induced sputum eosinophil percentages were sig­
nificantly higher (p <  0.05) in all patients with sus­
pected OA (patients with negative and positive SIC 
responses) than in the healthy control subjects (Ta­
ble 2). Moreover, eosinophils significantly increased 
in patients after positive SIC responses compared to 
baseline levels (median, 3.19% and 4.15%, respec­
tively; p <  0.05) [Fig lA, Table 2]. The statistical 
analyses were repeated, excluding the tw^ o patients 
who were smokers, and the results did not change.
In two patients with negative SIC responses, an 
increase in sputum eosinophils (9.92% and 8.25%) 
was observed after challenge. One of them had a 
negative methacholine test result before and after 
challenge with styrene. Thus, this patient was given a 
diagnosis of occupational eosinophilic bronchitis. 
Moreover, the baseline PCEg level in sputum for this 
patient was 17 pg/mL, and after the challenge it 
increased to 201 pg/mL, which is in keeping with our 
previous results^*’ in patients with eosinophilic bron­
chitis. In the other patient, the methacholine test was
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Table 2— Total and D ijferential Cell Counts in Induced Sputum (Flow C ytom etry)
Healthy Control 
Subjects (n = 1.3)
Negative SIC Responses Positive SIC Responses
Induced Sputum Baseline (n = 8 ) 24-b (n = 8) Baseline (n = 18) 24-h (n = 18)
Total cells, 10®
Viable cells, % 
Squamous cells, % 
Macrophages, % 
Neutrophils, % 
Eosinophils, % 
Lyanphocytes, % 
Eosinophilic precursors 
Activated basophils
3.24 (0.66-30.4) 
86.44 (74.0.3-92.11) 
9.6 (3.77^2.86)
55.17(9.91-81.69) 
.38.-34 (8.51-84.71) 
1.93(0.1.3-5.11) 
2.29 (0.1-16.18) 
0.092 (0-0.76)
0.92 (0-9.64)
1..38 (0.26—  5.44)1 
84.47 (66-94.4)
3.18 (0-39)
44.2 (3.78-72.08) 
.38.14 (16.71-94.25) 
5.86 (0.4.3-13..37) 
0.84 (0.2-7.15)
0 (0-0.46)
0.32 (0-1.34)
2.31 (0.6-16.5)
84.42 (6.3-91.92)
6.74 (1.06-31)
17.52 (6.66-65.47)* 
51.04 (21.82-84.72) 
10.14(1.6,5— 15.11)* 
0.79 (0.21-3.09)*
0 (0-0..34)
0.69 (0.05-6.86)
1.75 (0.28-13.32) 
84.56 (68-95.2)
4.3 (1.19-27)* 
28.7 (0-62.97)* 
63.-37 (27.56-89.26)1 
3.19 (0.11-19.65)1 
0.82 (0.02-8.48) 
0.03 (0-6.33)
0.6 (0-19.75)
2.05 (0.36-14.28) 
84.86 (65-95.9) 
9.28(1.75-432) 
32.27 (0-71.86)* 
62.15 (25.09-85.55)* 
4.15 (0.13-24.11)* 
0.91 (0.26-5.42) 
0.09 (0-0.62)
0.28 (0-14.65)
Results are expressed as the median (range).
*p <  0.05 compared with healthy control subjects.
Ip <  0.01 compared with healthy control subjects.
Ip <  0.05 compared with OA after SIC.
positive and did not change after SIC with pine wood 
(PC2 0 , 5.5 vs 3.3 mg/rnL, respectively). Because the 
methacholine test result was positive, the patient 
could not be given a diagnosis of eosinophilic bron­
chitis, and because no asthmatic response was ob­
served, he could not be given a diagnosis of OA due 
to pine wood. An increase in sputum eosinophils 
after SIC in patients who did not respond to SIC has 
been reported previously,-" and its clinical relevance 
is uncertain.
Cytokine Levels in Induced Sputum Supernatant 
From Patients With and Without OA and Flcalthif 
Control Subjects
We assessed the following cytokine levels: IL-5, 
IL-10, and IFN-"y, and representatives of T helper 
(Th) type 2 and Thl cytokines. Moreover, we mea­
sured proinflammatory cytokines such as IL-1, IL-8 , 
and TNF-a. The results indicated that IL-5 levels 
were increased in the patients with positive SIC 
responses (at baseline and 24 h after SIC) com­
pared with those seen in healthy control subjects 
(p <  0.01) [Fig 2].
With respect to the production of regulatory cyto­
kines by sputum cells, IL-10 concentrations were 
significantly lower in induced sputum samples from 
patients with suspected OA (with either positive or 
negative SIC responses) compared with healthy con­
trol subjects (Fig 2) [p < 0.05]. Levels were very 
similar before and after positive SIC responses, but 
they were more elevated in patients with negative 
SIC responses. Moreover, there were no significant 
changes in the levels of IFN - 7  between both groups 
with suspected OA and the control group (Fig 2).
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F i g u r e  1. A: changes in sputum eosinophils at baseline and  after SIC in patients with positive and negative SIC responses. B: changes 
in sputum neutrophils at baseline and after SIC in patients with positive and negative SIC responses.
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SIC responses vs healthy control subjects. Additionally, lower 
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IL-8
Otherwise, analysis of the expression of several cy­
tokines i.i the study groups showed that IL-5 is the 
predoniiiiant mediator in the local inflammatory 
process i i the airways, with a Th2 cytokine profile in 
both diseases.
We observed that IL-1 and TNF-a had a similar 
profih', a.though statistically significant changes were 
not identical. IL-I levels were significantly lower in 
patients with negative SIC responses than in those 
24 h after positive SIC response and healthy control 
subjects (7.86 pg/mL vs 26.11 and 34.11 pg/mL, 
respectively; p < 0.01 and p < 0.001). TNF-a levels 
were significantly higher in healthy control subjects 
than in oatients with suspected OA (positive and 
negative SIC responses) at baseline (30.51 pg/mL 
vs 3.83 and 17.63 pg/mL, respectively; p < 0.05) 
[Fig 3, top],
IL - 8  concentration was significantly elevated in 
patients with positive SIC responses compared with 
patients with negative SIC responses (526.64 and 
383.39 pg/mL, respectively; p <  0.05) under base­
line conditions. In patients with positive SIC re­
sponses, IL - 8  concentration 24 h after challenge 
(129.9 pg/mL) was significantly higher than in those 
with negative SIC responses at baseline (p < 0.05) 
[Fig 3, bottom] but not in patients with positive SIC 
responses at baseline.
Eicosanoids in Induced Sputum Supernatant
An imerse relationship was observed between 
PCEg and LTC4 concentrations in patients with 
positive SIC and negative SIC responses. Thus, the 
LTC4/PGE2 ratio in induced sputum supernatant 
was significantly increased in patients with positive
F ig u r e  .3. Inflammatory cytokine levels in induced sputum  
supernatants. Top: a comparison of IL-1 and T N F -a  levels in 
induced sputum supernatants among the study groups. Bottom: a 
comparison o f IL-8 levels among me study groups in induced  
sputum supernatants. Sputum from patients with negative SIC  
responses had  lower levels than healthy control subjects and 
patients with positive SIC responses. * =  p <  0.05; ** =  p <  0.01; 
and *** -  p <  0 .001 .
SIC responses 24 h after challenge compared with 
patients with negative SIC responses, the difference 
being more than twofold (p < 0.05) [Fig 4]. There 
were no intergroup differences in sputum cells 
count, cytokines, or eicosanoid measurements in 
patients with positive SIC responses when they 
were subdivided by either the causative agent
o EQ. 0> 
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F i g u r e  4. LTCyPCE^ ratio in induced sputum from healthy 
control subjects and patients with negative and positive SIC 
responses. Data are represented as the geometric mean ±  SD. 
Patients with a positive SIC response had a significantly higher 
LTC.yPGEg ratio than patients with a negative SIC response.
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(HMW or LMW agent) or the type of asthmatic 
reaction (immediate or late).
D i s c u s s i o n
We observed several changes in sputum inflam­
matory markers and eicosanoids after inhalation 
challenges with occupational agents. An increase in 
inflammatory parameters associated with eosino­
philic infiltration (sputum eosinophils and IL-5) was 
found, which was in keeping with the results ob­
served by other authors'*of sputum cells before and 
after SIC with occupational agents. In the majority of 
cases of OA, the percentage of sputum eosinophils 
increased after exposure to occupational agents in 
the laboratory or at the workplace compared with 
baseline, but an increase in sputum neutrophils also 
has been observed. In agreement with this finding, 
we observed a significant increase in IL - 8  concen­
tration but not in neutrophils in patients with posi­
tive SIC responses compared with patients with 
negative SIC responses. Lemiere et aL documented 
increases in both eosinophils and neutrophils in 
sputum after asthmatic reactions induced by HMW 
and LM)V agents, and these cellular changes oc­
curred independently from the temporal pattern of 
asthmatic reactions. Di Franco et aF*^  found more 
neutrophils and fewer eosinophils in the sputum of 
patients with OA caused by LMW agents than in that 
of patients with HMW agent-induced OA or non- 
OA. These findings indicate that neutrophils are 
involved in OA, perhaps more frequently but not 
exclusively, when OA is provoked by LMW agents. 
Therefore, OA may be subdivided into eosinophilic 
or neutrophilic asthma phenotypes.-*
The use of sputum cell counts has been showm to 
be useful in the investigation of OA, and performing 
flow cytometry on sputum cell counts may allow the 
identification of cell populations that otherwise 
might not be identified, which is especially important 
for basophils. In a previous case report,^ we demon­
strated a small increase in sputum eosinophils but a 
large increase in activated basophils 24 h after 
exposure to styrene along with functional changes 
supporting the diagnosis of OA due to styrene. An 
increase in basophil counts in induced sputum has 
been found^"'^' in patients with atopic asthma and in 
patients with OA after SIC. In this study, we did not 
observe significant changes in the number of acti­
vated basophils in the whole group after positive SIC 
response, but there was an important increase (4.85- 
fold) in activated basophils in six patients after 
positive SIC response.
Classically, allergic asthma and rhinitis are de­
scribed as associated with a Th2 activation. However,
recent work has indicated that Thl activation also 
can be associated with these diseases due to a defect 
in regulatory T-cell activation. OA and occupational 
rhinitis are peculiar cases of these diseases in which 
the T-cell activation profile is unclear. Previous 
s t u d i e s ^ 2 , . 3 . 3  mice have demonstrated a Th2 cell 
activation, with an increase in IL-5 and IL-4 produc­
tion in experimental OA. Other mouse studies have 
found a Thl activation associated with the Th2 
activation previously d e s c r i b e d . I n  addition, in 
non-OA, some evidence^'’ indicates that Thl and 
Th2 cell activation could be concomitantly associ­
ated with a decrease in the regulatory T-cell 
frequency and activation, and it has been de­
scribed^** that in patients with OA and occupa­
tional rhinitis the proportion of peripheral regula­
tory T cells decrease after SIC. In our study, 
analysis of the expression of several cytokines 
showed that IL-5 (a Th2 cytokine) is the predom­
inant mediator in the local inflammatory process 
in the airways, with a Th2 cytokine profile in the 
patients with suspected OA studied. We observed 
that IL-1 levels were significantly lower in patients 
with negative SIC responses than in patients with 
positive SIC responses and healthy control sub­
jects. By contrast, TNF-a levels were significantly 
higher in healthy control subjects than in patients 
with negative SIC responses and patients with 
positive SIC responses at baseline.
To date, controversial data about the cytokines 
involved in OA in response to SIC have been 
published. In vitro experiments have reported that 
peripheral blood mononuclear cells of workers with 
diisocyanate-induced OA demonstrated a hapten- 
specific production of histamine-releasing factor*" 
and the release of monocyte chemoattractant pro­
tein-1, IL-8 , TNF-a, and IFN-y.'"* Interestingly, in 
our study, IL-10 levels were decreased in patients 
with asthma with suspected OA with either negative 
or positive SIC responses. IL-10 is a cytokine with 
broad anti-inflammatory properties, and it has been 
shown'*** *** to play an important role in the regulation 
of Th2 cell responses. Therefore, IL-10 is a potent 
anti-inflammatory cytokine that inhibits various 
types of inflammatory disorders. In this regard, 
IL-10 produced by either Thl or Th2 cells may be an 
important feedback regulator controlling the damage 
associated with an exaggerated inflammatory re­
sponse. It is likely that constitutive production of 
IL-10, as occurs in the lungs of healthy persons, 
contributes to maintaining a balance that inhibits 
inflammation. Conversely, decreased or absent IL- 
10, as occurs in OA, may contribute to a regulatory 
imbalance in which inflammatory responses could 
become pathologic. Asthma and fatal ARDS also
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have been associated with decreased IL-10 produc- 
tiond'*’"*' suggesting the importance of this cytokine 
in human lung diseases.
Another important issue in the immunopathology 
of OA is the relationship between sputum PCEg and 
LTs before and after SIC. In our study, the LTCy 
PCEg ratio in induced sputum supernatant was 
significantly increased in patients with positive SIC 
responses 24 h after the challenge compared with 
patients with negative SIC responses. The cyclooxy- 
genase product PCEg is produced by several cells in 
human airways, including epithelium^^ and smooth 
muscle"**; it has inhibitory effects on inflammatory 
cells and bronchoprotective effects in patients with 
bronchial asthma. PCEg has been shown to pro­
tect against exercise-induced bronchoconstriction,"*  ^
allergen-induced bronchoconstriction,^* and aspirin- 
induced bronchoconstriction,'**’ as well as against 
bronchoconstrictor agents such as methacholine and 
histamine.*” We recently have shown^ ** that sputum 
PCEg concentration is significantly higher, and 
LTC4/PCE2 ratio is lower in patients with nonasth­
matic eosinophilic bronchitis than in patients with 
asthma and control subjects. One of the patients with 
a negative SIC response fulfilled the criteria of 
occupational eosinophilic bronchitis induced by sty­
rene. Moreover, the patient showed a 10-fold in­
crease in sputum PCEg concentration after chal­
lenge, which is in agreement with our previous 
investigations.2* The disregulated synthesis of bron­
choconstrictor (LTC4 ) and bronchoprotective (PCEg) 
eicosanoids may explain the abnonnal airway function 
found in asthma.
There are scarce data in the literature on this issue. 
Similar results have been reported by Macfarlane 
et al^ * that demonstrated an increase in cysteinyl-LTs 
(cysLTs) but not in the prostanoids PCDg and PCEg 
associated with a late asthmatic reaction after aller­
gen challenge in patients with atopic asthma and that 
have been described'* in patients with exercise- 
induced bronchoconstriction. In contrast, Lemiere 
et aP** showed a significant increase in cysLTl and 
BLTl receptor expression as well as a release of 
LTB4 and IL- 8  after exposure to isocyanates compared 
with the baseline only in patients with isocyanate- 
induced asthma, but their data showed no increase 
in LTC4 .
The alteration in the cysLTs/PCEg ratio identified 
in the present study may be indicative of airway 
epithelial injury. Taken together, these data suggest 
that the relative underproduction of PGEg and 
overproduction of cysLTs also may be important 
factors in the bronchoconstrictive response induced 
by occupational agents. In conclusion, we have dem­
onstrated for the first time, to our knowledge, that 
the LTC4/PGE2 ratio in induced sputum is increased
in patients after positive SIG responses to occupa­
tional agents compared with patients with negative 
SIG responses.
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primer congreso de JAtergia en Vatencia en mi vida. JA Mar, ta tutora de 
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emprendedora. Companera de fatigas en esta historia det esputo inducido. Me 
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dermografismo severo. JAt Dr. Javier Cuesta, por su espiritu critico y su sentido 
det humor, siempre présente. Jl ta Dra. Etena Jternândez, por su simpatia y  
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Jdieves y  (Rosa, por ayudarme con toda aquetta pita de historias que tuve que
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ÇaSrieta. Çracias por ayudarme con todo, por tus consejos, tu forma de ver ta 
vida, ese arranque tan magnifico que tienes, por esa positividad inagotahte. A l' 
feticidades por et numéro par que ttega a tufamitia.
Pero todos estos anos hacen que pases mue has horas en et hospitat y  tas 
retaciones sociates se amptian déforma exponenciat con et tiempo.
^  toda ta gante det tahoratorio det Dr. Egido: JAna, Loti, (Begona, 
(Roxgna, Conchi, Virginia, JAtherto, Atvaro, Rosario, Eva, Etsa, JAtherto, Jutio, 
Vanesa, Benat, Lupe, Luis, José Luis, Sara, (Bekn, Irene (que se ha camhiado 
de uSicaciôn)y atguno que seguro se me escapa.
A f j r a d c c u r u c n t o s
JA [a Dra. Cd^nien Çomez, Carmen, por su senciCfez y  Suen humor. 
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JA JuCio, et chico det Principito. Por tu honestidad, tu Suen hacer y  
porque estoy segura de que ttegarâs tejos.
JA Juan, et primo. Por esa gracia andatuza que me ha hecho sacar una 
sonrisa aunque nofuera et mejor de mis dias. Pu acento fiancés es et mejor.
JA Pea, mi “chica Egido ” preferida. Por tu tatante y  sinceridad, por ser 
companera de penurias con et Sendito citometro. Por ser ta originat, sin 
doSteces. Çracias por tos momentos de risas compartidos.
A  Oscar, uno de tos Osquichus. Companero trasnochador. Por et tiempo 
dedicado a attas horas de ta tarde para ensenarme a manejar animates o a attas 
horas de ta madrugada a mit hitômetros de distancia; por tas cenas en 
japoneses o asadores tradicionates, por todos esos regatos que tienes 
acumutados en tu casa y mites de horas de conversaciôn gratificante. Por tu 
forma de ser tan especiat, porque créés en unos principios y, sohre todo, porque 
eresfieta ettos. Porque has sido un Buen companero pero, principatmente, eres 
y serâs siempre un Buen amigo. Çracias por esto y todo to demâs.
AL at otro Oscar. Porque tu capacidad de ser independiente desafia toda 
tôgica. Sin duda atguna, eres et Buscador de informaciôn mâs râpido que 
conozco.
AL qué decir de tos chicos det desgraciadamente desaparecido 
Dr. Carameto. JA Juanjo, etgaditano menos andatuz de todos tos que exjsten. 
Por ser un investigador constante y  amante de su traBajo y una persona 
eycepcionat. Sé que ahora encontraste a ta media naranja que siempre te haBias 
merecido. JA Eemando, Jtando para tos demâs, ese attético incondicionat.
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apasionado sin medida. Enfin, Eernando. Af a Eva, por ser tu equiRSrio. JA 
JAtai y  Carmen, soCetes fos dos. JA Sdvia y  Jorge, una pareja que ha defendido 
sus ideates tanzandose a ta aventura para atcanzar su sueno. Estoy segura de 
que os va a ir muy Bien. Siempre recordaré nuestro viaje a Çranada, vuestra 
casa, vuestra hospitatidady carino. A  Otatta, Ruth y Sergio, cada cuat mâs 
diferente pero todos Bettisimas personas. Çracias a todos por vuestro apoyo y  
ayuda.
Jto me puedo otvidar de tos mâs jôvenes, tos ûttimos que ttegaron. Los 
chicos y chicas det Dr. EsBrit. A  Juanan, por su carâcter siempre tranquito y  
educado. A Vero, por su sonrisa, su ayuda con ta apoptosis y  todo cuanto se 
necesitaBa. Seguro que estâis muy Bien attende tos mares. A tos mâs jôvenes, 
Dani y  Luis. Que sepas, Dani, que eres et mâs guapo, fiu,fiu y  mi mejor 
control AL et sevittano mâs satado y  despistado de Madrid. Çracias por aquetta 
fiesta de inauguraciôn de tu casa. A Sergio, que te vas haciendo con toda ta 
chavateria. AL a que poco a poco vas haciendote un huequito. A Pici, 
nuestra représentante mâs eficiente y Bea, “Bea Lipidos”, que espero te esté 
yendo todo geniat.
EamBién agradecer a ta Dra. Raque t  Largo y, soBre todo, a su gente: 
Juan, Miriam y  Lidia, por su ayuda con ta prostagtandina y famitiares”.
Por ûttimo, Laura y Sandra, tas chicas de Jfeumo y proveedoras det 
mejor chocotate negro a üttima hora de ta tarde. Arimo que todo termina 
satiendo.
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A  Curra, por su inestimaSCe ayuda con et microscopio confocat, su 
espiritu guerrero y tucfiador. A  tas cfiicas det animatario, en especiat a 
Luisa, porque mis comienzos fueron con ratones y tu ayuda incondicionat 
nunca se otvidara. Ata te queda poquito para disfrutar de to que te mereces. E 
inctuso a Atejandro, técnico de BD, et ânget de ta guarda det equipamiento 
mâs preciado, por su vitatayuda.
AgT'<ddecer a ta gente de Canada que, aunque por poco tiempo, fueron 
mis companero s y famitia. A t  Dr. Manet Jordana por su generosidad e 
inestimaSte ayuda, siempre accesiôte; AtBa, que me acogiste como si nos 
conociéramos de siempre. Mari Pierre, ta canadiense mâs tatina, IqSat, 
Satvador, Lïna, Rgmzi, Susanna, Dominit^ (mi companero de satsa en 
Etamitton), Juan Cartos, Maria Leonor, Misses Dorothy y  a todos aquettos que 
me hicieron sentir como en casa. De atti me traje una gran experiencia 
profesionatpero, soSre todo, personat.
% evidentemente, dar tas gracias a todos tos pacientes de este estudio ya 
que sin su ayuda y  cotahoraciôn este trahajo no existiria. Vosotros sois ta 
motivaciôn principat, et por y et para. A  riis controtes sanos: chicas de ta 
escueta de enfermeria, atgûn residente y, sohre todo, companeros de 
investigaciôn (inctuida ta directora de esta tesis) todos y a mencionados, que 
entendéis to importante que es et apoyo de tos companeros para que atgo satga 
adetante.
Evidentemente, mucho he de agradecer tamhién a mi gente de siempre. A  
Marta, Jtieves y Raquet, por estar ahi cuando atgo iha mat, aguantando mis
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chorreos y  soCiCoquios insufriSCes. Por todos esos momentos huenos que demos 
pasado juntas (nocdes en eCManaos, viaje a Satamanca,.. .)y, sohre todo, por 
todos [os que nos quedan. Çracias cdicas por soportarme y entenderme.
At otros tantos amigos siempre pendientes de Cos evoCuciones de esta 
historia: CarCos, con sus titas y  pesca y su gran caCidad humana. Ramiro, que 
aunque tu vida ha dado varias vueCtas que en ocasiones te han dejado det 
rêvés, creo que por fin  has encontrado tu camino. Roherto, et mâs internacionat 
de todos, un muy huen amigo, inte tig ente y muy, muy especiat en su forma de 
entender ta vida.
A  mis compis de ta facuttad: Montse con su sempitema carcajada; 
Ruhén, etinicio de hiôtogo que terminé en terapia ocupacionatpero at que sigo 
considerando un hiôtogo en ciernes; Mônica, Moni, mi doctora en Biotogia 
preferida y  que espero esté siendo muy fetiz por esas tierras de Castitta, Jaime y  
Sara, et auténtico Eminem y ta chica mâs dutce que he conocido. Çracias por 
estar siempre pendientes. Espero que pronto nos veamos.
AL a Eran, compi de piso potüico. Por esos momentos de ôperay una copa 
de vino, tas conversaciones en et sofâ, tu espontaneidad y  tu carino. Sôto très 
anos desde que nos conocemos pero ya te has hecho un huequito. Te haces 
querer, matagueno.
Por ûttimo, pero no por etto menos importante, mi famitia. Este trahajo 
estâ dedicado a mis padres. Sin su esfuerzo para darme to mejor esto no hahria 
sido posihte. Çracias por estar ahi, siempre apoyândome. Sé que et camino 
tahorat que etegi no es et convencionat, no te da una estahitidad ni grandes 
ingresos, pero era to que yo queria. AL siempre to hahéis apoyado. Çracias por 
ensenarme de ta vida prâcticamente todo to que sé, por darme unos firmes
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vaCores de honestidad y  honradez, por animarme a superarme a mi misma, 
intentando ser un poquito mejor cada dia. Espero que os podais sentir tan 
orguCCosos de esto como Co estoy yo por tener Cos mejores padres que uno puede 
desear tener.
A  mi hermana mayor, Ruth. ModeCo de constancia, teson y  trahajo. % 
por fin, tienes tu recompensa merecida. Pero sohre todo por ser mi hermana. 
Çracias por tus consejos, siempre huenos. Por todos esos momentos vividos 
juntas, esas risas y  enfados. ACfinaC, todo se guarda en Ca memoria como 
huenos recuerdos. AC a ACherto, mi cufiado pero como sifuera mi hermano. Por 
tu espontaneidad y  sentido deC humor, por tu ayuda siempre que Ca he 
necesitado y por hacerfeCiz a una de Cos personas que mâs quiero.
AL a mi hermana Ca pequefiaja, Chesi Bueno, que de pequena ya poco. 
Ebda una seiiora arquitecta en hreve. Por ser como tû eres, saCiendo de fos 
estereotipos, por disfrutar de Ca vida de Ca forma que mâs te gusta. Por estar 
ahi, aguantando Cos chorreos por mi cuCpa. ALpor ser mi hermana pequena pero 
de Ca que siempre sigo aprendiendo aCgo.
A  mi ahueCi Socorro. Siempre me has apoyado en todo Co que he hecho y 
has conseguido, viendo Co orguCCosa que estahas de mi, que yo tamhién Co 
estuviera. Estoy segura de que todavia quedan muchos momentos en Cos que 
puedas sentirte asiy espero que éste sea uno de eCCos.
A  mis ahueCitos ÇonzaCo, Demetria y Ramon, éste uCtimo aCque no pude 
conocer. Por todo Co que me enseiiasteis o querriais haherme enseiiado. A  todos 
mis tios y  primos, porque siempre han estado apoyândome. La mejor famiCia 
que uno puede tener.
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AL a Luis. Comienzos aCgo indecisos pero ef tiempo ha confirmado todo Co 
que yo ya saSia hace mâs de très anos. Çracias por entenderme y ayudarme en 
mis momentos de ofuscaciôn, por ensenarme tantas y  tantas cosas con 
paciencia, por invoCucrarte con mi trahajo y hacerme sentir orguCCosa de éC, por 
apoyarme en todo momento pero siempre aportando un punto critico de gran 
vaCia. Pero sohre todo por ser una persona huena y honrada, justa y  tranquiCa, 
aportando ese equiCihrio que tanto necesitaha cuando te conoci y  estando a mi 
Cado en todo momento. Por aceptar mis defectos y  errores, por aportar Cuz y  
caCor en Cos diasfrios y oscuros. Eres una parte importante en mifuturo. ALa 
sahes, reguCar importante en mi vida.
Pensaréis que taC vez he sido exggerada en este capituCo, que me he 
extendido demasiado. Pero no miento si afirmo que, aunque es eC ûCtimo 
apartado de esta tesis, como dice eC refrân “es de hien nacido ser agradecido ”, y  
todas Cas personas que aqm aparecen (e incCuso Cas que hayan podido quedar 
oCvidadas) merecian este tiempo y espacio. Çracias a todos.
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